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RESUMO

& produgio de dextrans de baixs peso  solecular  atrave

i)

3

dz reaglo snzimdtica con dextranasacarase  bruta de  lewoonasiae
mesenteroides RAERL B-SI2 F foi sstudads, wutilizando warias conoen-—

rracios de sagaross 2 saltoss como azentos .

Ma ausdsncis de maliose, o aumenito da concentragio de 53—

carnss levou & formasic de polissacaridens de baixxo peso  soleco-

£1

2l

ft

o tmi— =

lar, além da dextrana nativa. 0 produto de raacio nextes
mxetante heterogénes, havendn ainda redugBo do rendimsnto de dex-

tranas totalis com o auments da concentracio inicial de SsC8roEE.

Com oo utilizacio de malioss ol detectado um sumenis ns
wocucis das dextrsnas de baixo pess solecular proporocional 8o
sumento do cosficiente B {([maltoseisfisacarosel) g da  concentracEo
gde sacarose, com rendismentos es dextranas totais superipres  agus-
les phiidos na ausénocis de maltose. U melhor resuliasde foir ohitido
com concentragio de sacarose de 300 g/l e de maltose de & gff (R o=
G,02). O rendimento alcangado foi de 775 em dextranss toteis. Ccom

47 destas correspondendn a una gspéoie com peso molecular médic

e torno de 4.000 daltons.
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SUMMARY

The production of low molecular weight dexitran  during
snrimatic reaction with raw dextransucrases from fsuconesioo pesen—
teroides MERL BE-~%12 F in different concenitrations of sucross  and

maliosse as acrcepior was studied.

In the ahsense of salitpss, the idncreasse of sucross
concantration resulited bBoth low solecular weight polyssccharids
and native dextran formsation. The product was very helerogeneous
and with the increase of sucrose concentration, the vyislds of

imtal dextrans decreased.

tzing maltose as acceptor, it wes observed an  inorEase
in the production of low molecular weight dextran, proporiionaly
bt the increase of the B ratic {[saltoselsisucrossl) and SUdrose
conrentration. The yields of total destrans was highst  than that

ohtained in the abzence of malinse.

The bezmt result was obtainsd with & sucross Co$oen—
tration of 300 aff and & gff of maltose (R = 0,027. The daxtran
wimld was 77%. with 84X of the product misture corrgsponging to a
i mblecular weight dexiran with an avarage molecular weight nsar

oy &.000 daltons.
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{= MNTRODUCAD

& gextrana utilizada para produco de ferrco-dextrana &
LM ﬁmma#aliﬁﬁaﬁaridEﬂ de origem bacteriana conposic guase exdrlusi-
vamente de residuos glicosideos, sendo produrido principalmente
por hactérias do género Legconostod, pspéries mesentercides @ dex—
branicus. (s trabalhos mais recentes com dextrana, priscipalments
vizands suz utilizaclo farmacéutics, foras conduzidos com a iinha—
gem Leuconostev mesentercides NRRL B 5172-F. A dextrana obliida
através da enrima produzids por esie microrganismoy apresents  99%%
das ligagBes glicosidicas do tipo a—1,&4, n¥o sendo poriantoc saito
ramificarda 2 hastante solavel em aguda, propriedades estas gue Ihe

garante grande gama de aplicagBes comaercliais.

Foi np inicio da década de 50 gue a dextrana surgiu como
‘alternativa para a complexaglio de fervo, na tentativa de diminui-
cXo dos efeitos tdxicos encontrados no uso  intramuscular. Apesar
des problemas ainda encontrados, principaimente guando usado  por
via intramuscoalar por bemspo prolongaco, varios mselhoramentos  vém
sendo feitos nas formulagBes de ferrg-dextrana, Como controls mais
rigoroso da guantidade de Terro complexado & pese molecular mails

adeguado da dextrana utilizada.

{1 peso molecular da dextrana wtilizads na complexagdo
com ferro.é de fundamental importlncis na formacio g apresantagio
do produto final. O psso molecular menin da ferro—dextrana de uso
veterindrio deve estar na faixa de 5.000 2 7.500 daltons, sendo
este limite ainda mais estreito no caso do produto para uso  bumna-

ﬂ{:}’



A dextrana & produzida pela agio da enzima dextrana-
safarase sobre sacargse, havendo liberacio de Trutose. Industrial—
ments, 2sta sintese pode ser efetuada na presenga ou ndo das ofiu-
las bacterianas. O polissacariden pode  sBre prmduzidm. durante o
crescimento celular, com uitilizac¥o da sacarose existente no  aeio
dge cultura. Por outro lado, 2 Bnzima pode ser obtids pe condicbes
controladas de temp&ratur%, pH, 2 concentragcio de sacarose, oM a
formagis de quantidédes minimas de dextraena, 2 posteriorsente uss-
da na forma livee pu imobillizade peres & sintese de dextrans na au-

séncia do microrganismG.

& sintese Yin vitro¥, devidon 4 maior possibhilidade de
rentrole 2 conssgientemente 3 mailor facilidade de otimizagBo, tem

sido o processo mais gtilizaeado 2 o mais estudado.

f prodgucEo industrial de ferro—dextrana ¢ feita 3 partir
da dextrana nativa, gue ¢ submetida 2 um provesso de hidrolise acl
da pars redug3o do peso molecular até valores em torno de  5.000,

seguida da complexagio com ferro.

Varios estndos suoerem a pagsiﬁiiidaﬁe da obtengio de
dextrana com peso molecular reduzidoe, durante a reagdo enzimatica,
spm necessidads de hidrodlise posterior. Isto pode ser conseguido,
id gus o pesn eolecular da dextrana sofre grande influéncia das
condicBes de sintese, principalmente no gue diz respeito as  con~
rentracBSes dos aglicarzs presentes no  meio. Além do  aumento da
voncentracio de sacarose, outro fator gue favorece a reducdo  do
pésﬁ molecular ¢ a presenca de aglcarss aceptorss, comp maliosse e
impmaltose zlém de destranss de baixo paso solscular. O uso destes

acepipres, principalmente maltose e dexiranas de cadeia curta vem

N



sendo estudado na ﬂbténgﬁa da dextrana clinica, usada come expan—

sor de plasma sangllneo.

A opedo da maltose como aceptor neste estude da reaclSo
gnzimiiica controlada, fol devido ap fato deste dissacariden ser
classificado como um dos acepitores mais eficientes, juniaments com
z isomaliosg, além de sua disponibilidade no meroado interno & da

grande guantidade de estudps anteriores sobre o assunitno.

0 obistive deste trabalho ¢ um estudo visando esstabele-—
cer condicfes adequadas para rescdo enzimitica. 2 fim de obhisr aoc
finsl demta, dexiranas de peso molecular apropriado para complexa-—
cBo com o ferro. A avaliagio do pese molecular médio da dextrana
foi feita 2 produtos de reaglio com diferentes concentragSes de

macarose ¢ saltose, como aceplior, usando enzima bruta.

A



- REVISAC BIBLIOGRAFICA

i GENERAL IDADED

O dextranas comecaram a ser estydadas ha maiﬁ de um me—
culo atrds, oom & Dbsefvagﬁﬁ de formscZc de peliculas e aumento da
visrpsidade durante processos de fabricagio de vinhos 2 oagdcar de
heterraba & cans (ASLOP {1983) ), rausando problemas como diminui-
oo no rendimento, dificuldade na cristalisacio do agctGear, além da
shatruclo e perda da eficiéncia de filtros, tubulagles =2 matros

pguipamentos (NEELY (1960)}.

Em 1B&l, Pasteur (segundo &L50P (1983 e DE BELDER
{19R7Y) 4 havia demonstrado gus & formagdo dessas pellioulas  am
caldos ricns em sacarose tinha comp causa uma acio aioroblana, sam
ne entanto ter identificado esse agente. HNa mesma 4Spoca, Van
Tisghem (ssgundo ARUARDNE €i?f5} e DE BELDER {19871} isvliou e dos-
creveyu & bactéria causadora de tais peliculas, dando-lhe o nome de

leueconostor pesentereides.

Em 1§74, SCHEIBLER descobriu gue o sisterioso espessanen
to dos caldos de agucar de cana e beterrabs, sra devido & presen-
ca ge carbmiﬁrata com férmula empirica {Co Hie Os)n com rotagko
aptica positiva {(dextro-rotatdria), ap gual denominou fdextrana.

{segundo ALSOP (1983) & NEELY (1940}))

Hoie sabe-se gue a formula mplecular correspondente ao
polissacaridec ¢ (Do Hio Os) n. constituindo—se am um poli mero de

glicose produzido por vaArios microrganismnos. Com difersniss estru-



turas 2 propriedades. Atuaimente o terso dextrana ¢ usado para the—
signar toda uma classe de polissacarideos hacterianos extra celu-
largs, compoasios Quase gue pxclusivamente de residuos glicostidicos

ligados predominantemente por ligagBes o—1,6.

Muitas bhactériss sintetizam dextrana extracelularments
em meio contendo sacarose. Estas bhactérias pertencem & 2 Tamilis
| artobarillacess o mais espect ficamentes aos géneros lactoebaciliios,
Leuconpstoc & Streptococcus, (ALSOP (1983); DE BELDER (1%937) e
SIDEROTHAM (1%74)) estando alguns membros deste  grupo ligados a
formacio da placa bacteriana cariogénica, na superficis dos  den—
tes. Oz integrantes do género Laciobaciilus e Leuconostos sin  Co-
mumentes encontradas como contaminantss na indistria agcucargira. As
principais bactérias produtoras de dextrana pertences  an gé&nero
feuconnstoc, espéoies pesentereides @ dextrapicum, mendo a linha-
mgem NRRL R S17 F de feucconostec mesentersides & Unica de interesse
co- mercial devido as caracteristicas da dextrana por ela produzri-
da. nuais sejiam enlubilicdade eo Agua & peguena guantidade de rami-—
fizagﬁésg sendo uma cadeia praticamente linear com pegquenas rami—
firaces. Segundo anadlises efetuadas por BOVEY {19599}, concluiu-se
que mais de 80% das ramificacBes possuem  apensas  uma  unidade de
glirose ligadas principalmente por ligactes o 1.3 {(JONES & WILKIE
(195933 e o 1.4, havendo proporglo hastante reduzida de ramifica-
cHes longas. A estruturs molecular de uma molécula de dextrana €

apresentada na Figura 1.



d - H A S Fa J I -
Ty N T A
Voo o A A
LR RBA S Y HA L OH A S

NI A P X o W W - A (o
EV wop s
¥ OH Hi 0¥ H 07
Frfi-DHo 1 REH oy residud gﬁcsﬁiﬁce
!' o
J
H;‘} E}S“‘}j E}
Lon wh o
Rl U
5O

Figura l: Estrutura de uma soléecula gde dextransa

Guando se fala em produg¥co de dextrana nativa de alto
pesa molecular {acima de 1 X 1663 & importante zalientar gues esta
n%o & um produto direto da f&rmentaqﬁa.batteriana na presenga  de
sacarpse, mas provém da aclo da enzima dextrana-sacarase produzida
peic microrganismo sobre a sacaross eyistente no meio. A dextrana—
cacarase de Leucopostoc mesenteprides NRRL B 512 F, assim comc e
sutras linhagens ¢ extracelulsr e classificads Como uma fransgli-
cosidase, com o 2 none  de sagarose—1,&—o~D~glucana &-~o-glicosil-
rransferase (E.0. 2-.4.1.8), 0 gue indica gue & snzima cataliss ex-
clusivaments a sintess de cadeias compostas de unidades o—-D—glico-
piranosil unidas por ligsacBes a—1l,46 & partir da sacarose. A asis—
ténria de linhagens de isuconesioc Qqua produzesn dextranas  insolda—
veis como a NRARL B 1299 estudada por 8MITH (1960}, com. ligagSes

tipo o~l,6 & a-1,3% alternadas (GLBNF (19831 = de diferentes tipos



fde ramificasio comp verificado por SIDEBDOTHAM (1974), levou alguns
autores a propor 3 existéncia dé uma familia de dextrana—sacara—
sen, alétm de svidenciar a dependéncia entre estrutura e linhagem

utilizada na producXZo.

£ unidade de dextrana-sacarase {(UPS) foi definida como &
puantidade de enzima gue converte 1 mg de sacarose am dexirana en

uma hora, liberando 0,52mg de frutose, & 200 em tampSo pH 5.2 nu-

ma concentragdo de sacarose de 104 {(HEHRE (12053},
LAWFORD, KLINGERMEN & WILLIAME {1979) expressaram s ati-—
vidade da enzima como a guantidade de agdcar redutor produzido em

ug/min/ml a 3I0°C e pH 5,5.

ROBYT & WALSETH (1979) definiram & atividade como a guan
tidade de enzima necessaria para incorporar 1 umol de D-glicose no
”pulisaanaridea em um minuto a 25°C e pH 5,.0.

EARH T e REILLY (1980} usaram a definigln de unidades

internacionsis (UHI), definida como a guantidade de enzima gue  1i-

hera umol de agticar redutor em oum minuto a FCC e pH 3.2.
A maioria dos trabalhos se wtiliza da definigio de UDH,
embora em estuwdios mais recentes & Unidade Internacional venha sen—

do utilizada (1 Ul = 20,27 UD).

Os primeiros btrabalbhos na produgZo de desxtrana na ausen—
cig e rélulas foream realirados por HEHRE (19413 & bugg  {ssgundo

NEELY {1960)), sendo proposta a seguinte eguacfo gerals

r Sacarose weeee———->r {-glicosein + n frutpnse



HEHRE {1944) estabeleceu ainda gue a reaglo  atinge 99%

de conversio da sacaroseg, sendo essencialsente ndo reversivel.

& partir deﬁgstuﬁﬂs sm tornon da feagﬁﬂ enrimdtica, per—
ceheu~S5e que sﬁm.muitas o fatores gue afetam o peso solecular da
destrans produzida & o comportamentoe cindéitico da enzima, como tem—
peratura, (BRASWELL =t al. (1%62}) concentracio enzimatica  (ALBOP
{1983y ; BRAGSWELL =t al. {(19462) e HELLMAN et al (19535}}) concentra-
¢Bn inicial de sacarose {(ALBOP (1983}, ROBYT & EKLUND (198211,
TEUCHIYS ot al. {(1953) & THUCHIYA et al. (19303} & & pressnga de

outros acUcares comc maltose e isomaliose, chamados aceptores.

Recentemente o dessnvolvimento de téonicas cromatografti-
cas para a anidlise de carboidratos, foi de imporiinecia fundamental
no estudo guali e guantitative em diferentes condicles de sintece
enrimatica. Oligossacarideos podem ser separados  em rolunas  de
froca iSnica ou siliva sodificada. Ds produtos da reagZo sacaroseas
dextrana-sacarase podem ser analisados com bhoa precisiZo com t&oni—
cas de cromatograftia de sxclusio molecular; sendo pmssivel iﬂaign
miwve ﬁhﬁermge a distribuicZo de peso molecular do produto obtido.
Novos enchimentos poliméricos rigidos como os da Toyo Soda {TEKPW
gel) sBo disponiveis em diversos intervalos de excliusio molecular,

possibilitando andlises rapidas e com bom nivel de precisfo.

Gtraves destas téonicas analiticas, a otimizsg8o de pro-
cessos para obtengi¥o de dextranas de baixo peso sclecular pelo
controle das condicBes da sintese snzimatica ficou bastante sim-

plificada.



2. DEXTRANA
2.1. PRODUCED

A= dextiranas 580 sintetizadas a partir da sacarose poer
um grands ntmero de organismos. JEANES, HAYNES & WILHAM (190&4) ca-
racierizaram a dextrana produzida por 4 tipos de  Legconastoc me—
sentervides, sstabelecendo a dependénocia entre & lichagem = as
proprisdades da dexirana obiida. WHITESIDE — CARLEONM & W. CARLSON
{1242 estudaram as exigéncias vitaminicas de varias linhagens de
fevronostar pesenternides » {euconostoo dextranicur para oresci—

menin 2 progucBa.

Apesar do grands nomero de bactérias produtores de  dex-
trana, a mais utilirads industrialmente ¢ a Leuconoster resente—
‘rofdex, particularsente as linhagens B-5B12 e B-B1Z2 F  {(DE BELDER
{19871}. & obtencio de dexitranas a pariir destss linhagens pode ser
congdurida por dois processos, um oonvencional onds a producio se
4 durante o orescimento, £ a sintese enzimdtice gue utiliza o ex—
trato enzisitico obtido na fersentacSo {ARUARGNE {1%75) e IR TR

{19833 ).
» Processo caonvencional

Tradicionalmente a dextrana ¢ prodguzids durante o ores—
cimento do smicrorganismo, constituindo-—se num  processo bastante
simples, onde apenas o controle de temperatura ¢ efetusdo. A& dex—
trana ¢ obtida do caldo fermentado atraves de precipitagioc com

sslventes orgénicos, principalmente stancl =2 setanol & purificada



atravéé de processos de regﬁglubiliéagxm e precipitagdo {ADUARDNE

{1975} o JEANES st al. (1956)). A evoluclo dos parisetros neste

tipo de processo estd representada na Fagura Z.

A Tabela 1, apresenta alguns exemplos de formulagio do
mein de cultura utilizados na producla de dextrana por Lleuconostoc
pesentercides.

Hlém dos estudos de HOLLO & L&SIL&I{19?1} para & melhor
concentracio de sacarose a ser utilizada, ALSOP (198353 progiase 3
- concentragie de 170 g/l como Stima a ser ptitizada em producEo in-—

dustrial.

Segundo JEANES, WILHAM & MIERS (1943), a asracio durante

a produgio @ ﬂégfavar&v&} A formacZo de dexiranas

Tabela 1. Meios de culturs utilizados na produg3o de dexirana

pelo processo convenclional.

Concentracio {gfl)
pMutrientes HOLLS & JEANES et VELILOVID &t
LABZEG {1971} al. (1754} al. {15988}

Peptona 10,00 - -
KLY 1,00 - 1,040
MazHFPDs B,50 - 5,00
Nas PO« 0,75 _ - -
Extrato de levedurs F,30 5,50 15,00
Sacarose 50, 00 100,00 125,00
?riptané - 25480 ' -
Kz HFO4 - D -
Extrato de malte - - B, 00
PMoBP4» 7Hz0 o - 0,20
pH inicial - A H,F — FRi




Duanio a tempergtura, aLenr {1983) cits um aumento de
alguns graus devido ac carater exotérmice das reacBes envolvidas,
sendn a temperaturs mals usada 2570 (HINES et al. (1933}, JEANED
et al. {1948} ¢ VELJKIVIL et al. (i?ég}}, havendn variagbes pegus—

Fas

0 términoc deo processe se dé entre 18 e 24 horas, tampo
no gual se obtém um maximo de visrosidade coincidindo com  um  pH
erntre 4.5 e 4,8 (HOLLO & LASILS (1971} = JEANES et al. (1948},
Esta gueda do pH de valores préximos da neuiralidade ate 4,2 se di

pela formagio de subprodutos dcidos duranie O processo.

A dextrana de alto peso molecular, chamada comunentse de
dewtrana nativa, ¢ obtida neste tipo de processn, oM conversfo de
sEy da sacarcse inicialmente adiclionada o gue corresponde a apro
wimadamente S50% da glicose disponivel (ALEOP {19H3Y & JEAMNES et

al. (1988B3).
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2: Marisco nos parfmstros de fermentagio durants

GFrooes s

convencional de producio de dexitrana {ALEOF (1983)).

» Proresso snzissaiico

Keste tipo de prooiesso gue ves

sends  estudedo

1941, guando HEHRE (1941) efetivou a produgBo de dextrana sm  oal-

dos fermentados isentos de célulss £ gus ganheou impulsos com

balhos

primgiramente a produgdo de dexlrana-sSacarase
ladsazs de fermentaglo,

na sus fTorma bruts ou purificads & wuiilizadgs na progducdo

PR .

de FKosnsel et al. (1933} e Tsuchiva

ot
bt

et

e depois de separagas as cdlulss, =

s

al. (1952, & Feita
an condicSes oontro—
EOTIMS

g ey



O processo enzisstico apressnis virias vaniagens em rels

cEO s proc.esso oonvenoionsal:

« SimplificacSo do processo de purificacio: no  processo

4

convencional. o caldo sdoguire alitse viscosidade (mais
g SO0 op) oo ogue dificplts s separacio das células, o
gque NEC DCOorreE No Rrocesss 2nzimdtico 3a gus e produee

cEr de destranz nativa, causadors da alis viscosidaos

i
i1}

dié em meEio id livere dos saCrorganissos.

pizior rendimento: o rendimento tedrico da sintess en—
riméiice & de 100%, 1i gus ndio e oonsuso de  SACSross
no crescissnto siorobliano. £m condigBes dindustriais,
crn concentracBes de ssocarosse abaixg g 10N a prodocio
fica pours abalixo do valor tedrico.

Melhores condicBes de controle: no processo btradicio-
nai ccorresm sisultansamente frés processos - OrESCOIMED
tn celular, producEn de dextrana-sacarase £ sintess ge
dextrana — com condiglies de temperatura. pH & concans
traciEo de sacarpss Stimss distintas. Este fato invia—
biliza o controls do processo, F4  gue  as condigies
Stimas 580 transitdrias 8 pontuais para cads processc.
Mo processo enzimdtico o controle & ctimizag3o da fer-
mentaclo & da sintess encimdtica Ticam grsndaemente fTa-

cilitados.

Mainres detalhes das copdicfies de processc serido desori-

tas em itens posteriores.

[ -
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MEn 3o disponiwvels valoress exatos de  producfc mundial
de dextrana, no entanto, dados de DE BELDER {1987 aponifam uma de-

manda supsrior 8 30 tonelades de dextransg oiinica por and.

O mainr progutor de dextrana g2 sRlugies da mesma, £ &8

Pharmagia {Uppsals — Bulesd. Uutros produtores de dexiranas g de-

rivegos (DE BELDER (1987 encontram-—ss nas Tabelaz 2 8 T respeo-
tivamenie.

oy .

Y FProdutores mundisais o dowtranas g Erivasos.

o

[
i

ot
i

b

1
Empress Pals
Fiasons inglaterra
Mei o dapEo
Pfetrsr & Langsn Aiemanhs
YVEE Serumwerkes Alemanna
FPnlts Foidnia

Tabela 3: Principais produiorss mundiais de destrana olinics.

Empress Fat s
Fharmacis Estados Unidos & Buiga
Enall/Bohivs lemanhsa
Abott Eaotados Unidos
Travenszsl tetados Unidos
Fisons Iinglaterra
Folta Prldnia
Fisa Pibsed ooz




HEn suiste referéncia a nenhus produtor nacional de dewn-

tranas ou guzisusr de ssus derivados.

2.2. BEDUCED DE PERD

!m
m

Ll aR

w

& devtrans proguzids tanto pelic FOOEESD CORVENSIon
coms pelo entimético ssm utilizaglo de acepiores, pOBESULl PESC 8o~

tmrular superior & S0 w10 . Farse sus atilizagio Tarmacsutics

1'(3

reduclc do pess smoiscular de acorde oom

43}

seists necessigsads o

iraclo dessjads, tendo sido mals sstudsds 3 obienglo de dexirar

fo]

a4
na clinica, usada cosc restaurador do yolume sangulned,  ODER RESS

molecoiar entre 40,000 & FO.000.

Embora praticamente tods dewirans clinics produzids n#o
mundo seia obtids atraves de hidrdlise Acida ds  dextrana naiive

rom Acidos minerais, existem varics artigos & patentes gus tratawm
de hidrélise snrimstica, alealine e cliveges por  ultrazsom;  além

de depolimerizasdo btérsica em pH newltro.
« HMidrdolise suoida

s pringipais vantagens da hidrdlise scide s8o & faciii-
dade no controle, possibilidede de wutilizagBo da dextrana nativs
amida ou mesao ndo isclads e sem exigéncis de eguipssentos  sofis-
ricados. & hidrédlise ¢ feita normalmente vitilizando adcoidos  sulfo-
rico ou cioridrico{WDLFF et al. {1954} =m tesperaturas proximas a

10070, sends controlada pels medida da viscosidade.

[
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WOLFF et al. (1954 sstudaram a2 hidroliss aﬁiﬁa da deu-
drana de feucnnostoc mesentercides WRRL B 512 para obtenc@c de
dewtrana clinica analisando o efeito de concentracio inicial de
gextrana, uso de Acido cloridrico ou aulforics = relagio  teapn/

temperaturs na gualidads da dextrana pbhtidga,. A& Figura I =mumariza

rm resultagos obiidos nesses sstudos.

§M g 705 pH LOZ, HaFCy

t s J&Q%pﬁﬁaj,@ﬁ%% ‘{/f!'

% K $i F9° pH BS, MO

k a,u

. PES, pi LGS, HCI

H

3

3

¥

N S B e S St e s
i 2 K3 4 8 8 T B 9 Lo I iz

FEAMED CHF _f

Figura 3: Vaeriagls da viscosidade relativa de hidrenlissdos de des—
rrana ooue o tempo,. en varias condigbes de tenperaturs
acider (WOLF 2t al. {195431).
6 roncentracio inicial da gextrana n¥o alters significa—
civamente p resultado da hidrélise, havendo apsnas um  COMPromissc

com a agitaclo em funglo da alis viscpsidads ohssrvada em  alitas
crncentractes.

Para um mesmo pH (entre 1,0 2 1,3}, o &oido cloridrico
mostrou-se sals eficients gue o &dcido sulfarico; além destis frazer
problemas de purificasdo devido  ao fzto de haver forsscBo  de
M5260e depois da neutralizagdo, bem menos moldvel &F agus gue y

Maill .
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0 tempo g temperaturs ge hidrolise devem ssr controlados
e Tunglo da viscosidade final ﬁe&ejada: Exn gondicfBes de pH prowi-
mos & 1.5 2 teapsraturs entre 7O oe 750, a obtenclEo de  um  maximo
de gexirans ﬁiiﬁiaa neressits de 24 8 46 horas de hidrdliss.

TIEF, BRUNNER s METIENDORF (1934} citam pH de 1,7 =2

2

100° 0 por wme hora, seguids de ligeira elevacio do pH para 2.2 pa-

ra oums aternuscBo de hidrdlise.

Mpz trabslhos realizsdos ne DODEYED, {(CURRAIERD =21t al.
£19911) para obtenc¥o de dexirana para producio do cospiexo de
ferrn, portanto com peso molsoular bem eais baixo, condigles  mais

driazticas foram utilizadas.

s Midralise enrisdiics

O sstuds de dexitransses, sazimas Ccapsces  de  degradsr
dextranas produzidas por difersntes linbagens de  sicrorganismos,
merece destagus pelo seu valor potencial es pesguisas  Dbasicas oy
aplicadas como produslBio de dextrans clinice ou na prevengio de Ca-
ries por impedir ou minimizar a formagZo de placas bactsrianas

{BIDEROTAM {19741,

TEUCHIYA et al. (1952} comecaras & pesguisar a capacida—
de de producic de dextrsnases extracelularess de varias linhagens
de hactérias, leveduras g fungos. Como  resultado destes estudos
toram detectadas linhagens de Pepiciliiup Iilscinum, Perniciilium
Funiculpsus & Spicariza gue produziam guantideades consideridvels de

dertranases exstracelulares,. Aléem do esisbelzcivmento de oondigles

7



gde cultura pars producBo dessas dextranases e de pH Stims de ati—
vidade ¢ ssiabilidade, TSUCHIYA ef al. (1937) estudaram a ativida-
de enrimética de dextranase de P, funiculosus =m dextranas prodo-

zidas por diferentes linhagens de Leusonoestoc mesenteroides {snire
2las & MARL B 312), cow diferentss proporoBes de ligacBo o-1,48.
Utilirarndo engimas de FP. funicalerzus, JESNEE st al.
{1953 inwvestigaram a produclo de isomasltosze 2 lzomaiitolricss com
rendimsnios de B0 e TOYU, 2 paritir de dextrans de L. pesentercides

PERERL B 31Z2.

CHARLES & FAREEL {19537 apresentan congicBes de groducEo

4]

g degradacin de dextranag naetivae g caldgos brutos contends dexiran

*

i3]

por destranase de £, filacinum para cbiencEo de dewiranas olinic

»

BASEDIRY (1980} sstudou 2 comparou & cingtica enzimiditics
de dextranase de £f. funiculeosuyep g hidrdliss dcida, concluindgs gus

ne primeiro caso b senor forsagfo de cadeias sulioc peguenas.

Em contrasts as dextranasses produridss por fungos do gé&—
nern Fericilliiue gue produzes sligossacaridens @ peguenas  guenti-
dades de glicose, THUCHIYA st s31. (1952); usandoc preparecfies de
amilame de Aspergillur riger, obhtiveram transforeasgio de dextrans
de diferentes estruturas em glicose apesnas, snbors com wvelocidade
rastente baixas. Resultedos sgmelhantes gquantc & 2 composigdo 9o
proguts obtido foras apresentados por BIRY & HEHRE {1195&6)  witiii~—

zando culturses de Bacliergides anasrdSbicos entéricos.

MOVAE & WITT {(1941) patentearam um processo de obtencfo
ge dextrana clinica,., onde sio adicionados sacaross, dexirana—-saca-

rase & enzima de Aspergiilus wentii obtendp, oo resdimesntos da

ig



mrden de &0-B0Y de dextranas ocom viscosidads intrinsece na  Taixs

peraitids peioc FDA nars o usc clinico como expansor de plasma.

Mais recrentemente, BASEDNE {19BC) estudou 2 COmparou &
cingtirs snzimatica de dextransss de £, Fanicuissuw € hidrdlise
Adcida, concluingds gue no prissgiro caso hé senor  formagfo  ds ca-

delias muilic pegusnas.

Embora a despolissrizacfo enzimdtics paregs  Dastanis
sromissora, sendo obtidos rendimentos bons e progutos bastante ho-
monénens, sua utilizaglo se reostrinne & escela laboratorial. ndEo

tende sido encontrades referéncias & produclo industrisl.

+ Dutros sditogos

& despolimerizaslo térmica da dextrans foil ssiudsds por
W et al. (1953 o STACEY & PAUTARD (1932}, com resultados same—
inantes. Ambos os grupos obtiveram a redugio do peso molecular da
dertrans omn fesperaturas acima de E&QQC, havendo no entanto alte—
racBo na coloragfo do produto 2 O surgimentn de dextranas Iinsolo-

wveis =m agua depolis do tratamento Tt rmico.

Fmtudns estruturais da dextrans obtids por fratamento
rermico mostram ums mainr proporgfo de ligaglies nEo oa-1,5 comparss

tivaments adguelas obtidas da hidrdlise acida.

i mecanismo da reducio do peso soleoular pela aglo de
ultrassom fol estudado por BADEDOW & EBERT (1975), mostrando gue &
reacic ¢ de primeira ordem sendo a8 Laxa de degradagiioc proporoional
a0 peso molecular, na falxa estudads {3$,$ﬁﬁw96,§ﬁﬁén 2 oguesbra S8

g4 na regifpo mediana da cadeia, proporoionando produts bastante

i9



omooénes. O ush do ulitrassom pars a ativagdo da hidrdliss acids
$5i estudasds pelos eesmos pesguisadores (I97%),  sendeo wverificado
um sumento ne constante da taxae de resclo en comparasic Ao proces-

o Soido sem ativagEo.

flen dos meiodos de redugBo de pesc solscular oiiados
anteriorsente . vee sendo estudadas ultisaments 2 obtengiac de  dew-

trana de menor peso solecular durante & sintsse enzimdiica,  avio

W
i

tandn & staps hidrolitica, pels sdiglo de aceptores gue interierem
ne aclo da dextransa-sscarase, rotuirds pROpUencos polissarari deps.
Fute tipo de processo serd giscubtido meis profundasents em § tens

poshtegriores.

Seia gual for o processo utilizado para & reduc3o do
grau de polimerizacBo,. se far necessdric ums etapa de fTraeoionanen—
to para o isplamento da fraclo de interesse. CDomumente este fra-
rionamentn & feito pela precipitaglo de dextrana  com  ditferentes
concentracBes de solventes arganicos noramslimente dlcoois ou cetos
nas soluvelis em adgus (GRONWALL & INGELMAN (1953} comn elancl, me—
tanol, propanol, acetona, metiletilcetons o dietilcetona. MNormal-
mente = escolha recal sohre etanml e acetons pelo custo, bsixa to-

pider, disponibilidade e facilidade de recupsracio.

Em solucBes contendo 3% de dextrana, & precipitagdo ds
devtrana clinica se dia com ums concentracfc de solvenie entre 44 &
mi% (TIEF et al. (198461}, sendo feitas vérias sclublilizagles e
precipitacBes para garantiv a homogensidade do prodguto. 0 Tluxo-
grama g um processo convencional de producio de destrana clinics

é apresentado na Figura 4.,

N
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. Tutras alitsrnativas de fracimﬁam&nt& sZo o a wulitrafilitera-
e (WILKIE a2t al. {1957} e BOSKER {195%)}) = a cromatografis " de
filtragio s gel am bhatelads (BARKER et al {1988 £ GOROANATH &
FLODIN {19481}, semi ocontinus (BRREEER & VLOACHDRIANIE (19831 =
continus (RAKER st al. (198%9)). Estas téonicas vEm sendn estudadas
maiz recenterents o sus principal desvantagem atéd o momentao €& o

alto custo dos enuipassntos envolvidos, bem como vida GEil curia

i

das penbhrangs 8 resinss.

¥
-

I PROPRIEDADES

& dextrana proguzidse pels linhagem NRRL B 312 apresenita
apenas dols tipos de ligacSo: o—i,46 na cadela principal e eranifi-
racSes na posiclo o135, sendo normalsente curtas, Com poRCaSs Wwiis

dades glicosidicas.

# dextrana B-513 F & cumglaiameate soluvel =m dgus, ;s
ti} sul¥oxido, formamida, e#tilenoglicel e glicsrol {DE  BELDER
1198731, Em solucic agunsa (3 & 104 apresenta rotagBo optice oa-
racteristicas em torno de *2&60, apresentande uma soluclo clara =
bastante estavel & esterilirasc8o por calor, 3o congelamenito e des—

congelamento {BE BELDER {1987):.

0 peso molgcular depende de condigBes de ainteﬁe_ comD
tesperatura, concentragio de sacarpse e presenga de putros acdoa-—
res, oo entanto e dextrana nativa produrida pelo m&todo convencio—
ral pode atingic de 9 a8 30 = 10ﬁ5 tendo uma composicHo solecular
bastante disperssa {(DE BELDER (1987 = FOSTER {(1%468}).

fis propriedades repldgicas da dextrana  foram Dbastante

estudadas, devido as suas aplicagles industriasis & por serem o

I
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grange ismporténcia no conitrole dos processos progdutivos, ns deter—

min&g%m g peso msolecular sddio.

WALES, MARSHALL & WEISSRERG {1933} propuseram uma oorre—
lacio enire pesn smolecular médio e wviscosidads intrinssca pars
gdextrana com FM entre Z0.000 & 255,000, dada por:

rnl = 1072 put®

GROMATH, segundo BELDER {1987}, obteve correlagioc seans-

lhante para dextranas clinicas {(PM 4 S =z 107y
Ipl = 2,2% x 1070 pyo*?

O comportamento da viscosidade das solucbes de dextrana
£ bastante caracteristico devido & grande flewibilidade da cadeils
principal & 3 auséncia de interacBes entre as moléculas. Uma soiu-
solucio de dextrana com concentragBes até 3% (pfv) apresentas  Tom-
‘prortamento Newtoniane (JEANES (195311, como podse ser constatado na

Figura 5.

O efeito da temperatura nas progpriedades recldgicaes oda
dextrana nativa foi estudsdo por SABATIE 2t a2l. {1984}, sendo ve—
rifivados diferentes comporitamenios,. denotando giferentes estrutu—

ras soieculares.

£ reatividade da solégula de dextrana frente & 2 alguns
sdridos fortes, paras formagclo de ésteres & uma propriedade iapor-
tante na obtenclo de derivados de wuso clinico (FORTER {1%48), as-

sim comn sus capacidade de complexar lons metalicos.

s
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Figuka 5: Comportamento recldgico de solugBes de dextranas {JEANEES

(1974} }
Z.4. UBDE

fité meados da décads de 40 os polissacarideos utilizados
romercialmente eram basicamente de origem vegetal, tante para  aso
alimenticic comp estabilizantes, emulsificantes, floculantes ou
sspeasantes como Para ust Clinioo = farmacéuticn. & partir de 19405
gragas as investigacles de laboratorios amsricanos (HINES et al.
(195311, o uso de polissacaridecs microblanos ves crescenda, prin-

cipalmente na utilizac¥o clinica, COMG @XNpansor de pilasma sangll-—

Y .
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Muitaes destranss tém sido estudsdes g propostss para usc
industrial, sendo citadas gQFENEEL? (I960) varias patentes regis-—
tradas pars dgextranas e derivados,. Apesar do grande potencial oo
mertié} desses produtos, poucps usos foras  realmente  dessnvolvi-
goa, Nenbhum outro grupo de polissacaridecs foi 3o extensivamente
pmtudada com 3o pouces aplicacBes em usc. Isto se deve an ¥fato cs

que os varios polissacsridepns conhecidos apresentam  propriedades

S

semelhantes, podendo ser substituidos. O custo de producio tem pa-
pel determinante nos Casos onde o produto & desejivel em frungdo de

propriedades também encontradas em outros polissacari dpos.

fm Tabelas 4 & 5 apresgntam algumas aplicag@ies da  dew—

trang & seus derivados,

td
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Tabela 4: AplicacBes da dextrana {segundo QUEIRQDE {1987}

SArxlicacio

FungEo

If.

Ifl.

Iv.

Inddstria Farmapsgtics

» Driooprotetor

* Haip X
* Comprimidos
s Coameticos

+ ExpansiBo do plasmoa

IndGotria de Slimenitos

« Dores 8 Narcpes

. Belsias = chicletes

« Borveies

¢« Composicieo de cobesrtu
ra

« Fudins
Euitragio de psirdlen
» Lama de perfuracio
¢« Fluidos de extracio
Outros
» FroducEe de aluminio

« Prodguclco de pd metd-
lico

« PropiveEo de sods chus
tiesa

« Produclo de combusil -
vel nuclear

Piminui os danos causados palo oon
gelampnto 2o materiais bicldgicos

Goonte de sSuspeEnsiEo
Ggents ligante & de solubilirag3oc
Emuplsificantes & estabiljirzante

Expansio temporaria oo volume san—
gl neg

Inibe a oristalirzacio. promoye a
honogensizacio & sspessamento

fgente gelificante

Inibe a fornaclo de cristais g8 man
tem o volume

Hsgente estabilzante

Fopessante

Cpldide de profecBoc & lubrificacio

Evita perds deg agus

Goende de sedisentacio

Fvita o gresgimento de cristsis,
formando gl precipitante

Frecipitagio de impureras atraves
e ocomplexos

Agente complexante




Tabsla 5: AplicacBes dos derivados de dexirana {(segundo QUEIROY

EE9ET 1)

Derivado

AplicacEo

+ Teriaceisto

+ Palmitatns & Esterstos

» Mitrato ou nitrato-—sulfa-
T

» Hidrosiguil decrivado

- Larbornimstil

« Dialdeido
= lado-Destrans

+ Farro-Dexirana

Composicico de Tilmes para =smbela-
gens

Imperasablliizante, regensracio ds
ceivioss

Ligantes em placas metdlicas & po-
iistilenn

AcEo anticpagulants 2 anti-viral

Somas de altas viscosidades

Explosivos & propelentes

Expansor de plasma oo selhores
contdicBes de estoocsgem

Ligante sx medicamentos {(Copprim:-
dos )

Fopessamentio em xaropes, #stabili-
zants om sorvetes

Carreador de orinci pios ativeos—-an-
tibdidtions, pesticidas
Emulsificante de tintas

Filmes para embalagem biodegrada—
wezl

Gel anuoso 2 Organogeis
Eztabilizante de sucos

Frolonga & agBo de drogas oomd No—
voralns o tubazina

Tratamento de bbéris — nEo toxico 2
nlioc sidrgico

Tratamento 2 profilaxia de ansmis

carenciszal

d
By




Dectarcaresns a cegulr algumas utilizagBes  de  dexirana,
com maipr importincia comercial. Devideo as suss propriedades peco
liares, estes produtos vém sendo ussdos com sucessn, j& gus  subs-

titutos adeguados ainda nlo surgiram no seroado.
« Ingdistris farsacgutica

fs deviranss de haixg pesc solscular apresentam GUss AE—
portantes caracteristices, gue as gqualifican para oz wusos  Cilind-
cos: s¥n completamente meiabolizadas ne organisso @ ndo aprasentam
pfemitns téxicos ou slérgicos. Dentre oz usos clinicos, destacas—
T2

{a} Expansor de plasma sangll neo:

Sfo disponiveis no sercado dois expansorses  de  plasma,
rom aplicagles e propriedades bastante semnelhantes, & base de dex—
frana 40 {peso molecular médio sm torng de 40,0001 = dextrana 70
{peso molecular médin de 70.000)  (FOBTER {19468 =2 MARTIDANLE
(17821}

& dextrana 40 {solucSc 10% pfvi produz uma  expanzdo  no
volume sangiiines mais breve gus a dexterana 7o fepnluclBo &K pfwvls
Enta, por apresentar propriedades osmdticas muito semelbsnies  as
do plasma ¢ mais utilizada para manter o volume sanglines & 2 a
pressin arterial em casos de chogue por gueimaduras ou hemorragias

severas {(MARTINDALE {(1%9H21}).
{h Dextrana-sulfato

A dextrana sulfato vem sendo ussda Ccom SUCSES0C COoEH0
agente anti-coagulante, com propriedades mamelihbantes & 2 heEpari-

na {FOSTER (1948)}). Mais recentemsnite tém sido  investigadas suas



propriedades anti-virais, inclusive contra o »irus HIV  {BUBESTD &
RESNIUK {1990}}.

{£) Ferrp-desxtrana

Varios foram os carboidratos testados pars produzir  sa-
lucBes de ferrp estavels e mais facilmente assimalaveis, psra  in-
fusin intramupscular ou intravenosa. Uz obistives foram  plenamente
slcaloados cos & ferro—dextrana, onde as soléculas do polissacari —

dep tém baiup peso molecular (S.000 + Z2,.3003.

Tem sido muito wusada no tratamento e profilaxis de ane

mia carencial e animais £ DUusanos.
= Inddsitria guimica

Ma indUstria guimica, s dextrana ¢ mulio usada pars pro-
duclo de redes soleculares, usadas como enthim@;tm de colunas croe
“matogréfiﬁag (QUEIROTZ (1987)). Os produtos mals conhecidos  s850
SEPHADEY o DEAE-DEYTRAMNSG, obtida da formac@c de ligagOes cruzadas

en{re dertrana e radicais distilaminoetil (DEAE).

. DE X TRANA~BACARABE

I.1. PRODUCAD

« Microrganisoo

s principais produtorss de dextrana-sacarase 580 Dacté—
rias esféricas e imdvels do género Leuconesies, espdcies mesente—
roides & dextranicues (ALSOP (1983} e ADUARONE {1973}). Estas bac—
térias tém grandes carégncias nutricionais, exigindo meios bastants

ricos em vitaminas e 2 aminpdcidos para =t =231 gdesenvaivimento

2%



{TSUﬁHiYﬁ {i%&601}). BEn emssenciais para o crescimento, a valina 8 o
Adeido glutdmico IOUEIRGDZ (198811, alédm de tiamina, acido pantoté-

rice & nicotinicn (ALSB0R (19835} 1.

& dextrana-sacarase produrida por  leuconostoc mesente-—
roides NRRL B-S12-F & uma envimsa indutiva, sendo & sacarose o Uni-
e muhetrato indutor conhecido  (PAUW et al. (1985 = SIDEBOTHAM
{19743, O microrpanismo tes us bos orescimento com cratras fontes
de carbonc, gus nio sacaross, no entanto nBo ha Tormacio da enzi-

ik

» CondicBes de produclo

TSUCHYIA 2t al. {(I952) estudaram varios fatores gus  in
filusnciam na producfo de dextrana-sacarase. dtilizando concentra—
cEo de sacarose no melo variango de 0.5 a 5,04, foi verificado ha—
vendn um aumsnio na produclo de & para 120 UDB/mel. Fara a Conoen—
tracio acima de 2%, foram constatadas grandes concentrages de
dextrana, sendo a concentraglc de 2% considerada Gtima para prodo-

cEo de dextrana-sacarase, sendo atinoidas g& DS /ml de atividade.

As concentracBes de fosfato, na forma de KHPO4 & nitro-
génio, cpmo agua de maceracfo de milho foram estudadas, ssndo per—
rehida estreits relacBo entre estes nutri&ﬁtea..Hé aumento na pro—
ducEo apenas guando 3 concentraciic de ambos & asumentada. Foil  wve-
rificads gue a adigBo de solugdo de sails contendo Mo Gls » FH2D
(0,27%1, Nall {0,01%), Febik (0,014} & Mabkla (0.01%) além de fos—

fato & nitrogenio, tinha efeito positivo na produgHo.

=0



6 relac¥o entre pH e produglic ficou evadenciada, havendo
maior acomulo de enzims em pH de &.7, embore com maior  tempo  de
rultives & menor estabilidade da enzima. O pH fol mantido oos  pHs
ﬁr&egt&beieciﬁaa-ﬁeia adicEo de solucBes de NaDH ou KOH. Os  auto-
res nEo recomendam o uso de NHsOM, para o acerto de pH, 3& gue foi
constatada diminuicEo na producio guando de sua wtilizagdo. Tempe—
raturas SURBricres a EQOC faram consideradas prejudiciais & progu-

cEn, pois ha diminuicBes na estabilidade da enZima.

HEHRE (1956} sstudou a variacXoe da concentraglo de saca-
rose & de fosfato de potéassio entre 2 & 3% no meio proposto por
TEUCHIYA, obtendo atividades entre 20 e 120 UDS/ml com 24 horas de
ferasntacio a 25% . Como forte de nitrogénio foi usado extrato de

levedura ou agua de macerac3o de miltho & 6,054

Segundo DLMO {1972}, a concentragio de nitrogénioc orga-
nicn no aeio deve estar entre 0,040 & 0,004 para assegurar uma B
atividade enzimitica. Valores superiores & 0,064 nED CORDENSAn

pronomicanentse o agumento da produgEo.

RORYT % WALGETH (1979) observaram gue a adigfo de clo-
reto de cidlcic a 0,001-0,1% no melo usado por TEUCHIYA, dobrou &
orodusio de gnzima. Concentracio de cdlocio acima de ©,1%4 afeta ne-

gativasents o crescimento microbiano, disinuindo 8 atividade.

+4
1 efeito dos ions La na sstabilidade da dextrana—-saca-
rase foi confirmado por LAWFORD et al. (1979}, observantdo desnatu-

raclo irreversivel por incubagio prolongada na ausénois de caloia.

& utilizacio de melago cosn fonte alternativa de carbono

fpi estudada por GUETRDZ (1987 = QUEIROZI & MAUBERI {198%1, sendo

£
[



e i

mhtidas 5% tDG/ml en melin contendo doua de milho 110 g/l melagn

& B Brix, fosfato de potéssic & sal

i

-

0 fpucanpstor mpesenteroides & uma hackdéris asrdbica fa-
rultative, desenvolvendo-ss  bem  so anasrobioss. KOERPGELL &

THUCHIYS (19871 notaram gue & produsio enzimdtica ¢ 0 mais  slevaids

em culiuras agitadas do gus es estdifices. Um estudo do sfe
injeqic de ar, oxigénio guro ¢ didxido de oarbono Fexi feito oo
&L B0 {1983, concluindo gue o orescissnto microbisnc ¢ prajudi-
cadn tantc pela presenca de didwxideo ds carbono oDmo 892 oxigdnio
pura, havendo usm sumento oo crescimento com  asragfo leve DU em
anagrobiose.

LANDIN & BERDR (1990} Tizerem o “scale up’ de un proossso
formentative anasrsbhico pars produclo de dexirans—sacarase, obien—
do am psrals de laboratdrio de solufo com atividade de 142 UDE/S
ml. Na transposicio de sscala com um fermentador de 1 mg s agi-
tac¥o no entanto, 3 atividade méxime alcangada fol bastante bBRixa,

chegandn a apesnas 453 UDB ml.

Nesde os trabalhos de EOEPSELL (1952 o TBUCHIYE {19333
2té o Ffinal da déecada de 70, os processos de progugdo de dextranas
sacaraske cram descontinuos, ficando a producBo maxima em torno  de

DU-FO UDS/ml .

Mo inicio da década de BO, segundn ALBOP {(1983), LOPEZ &
MOMSAN conseguiram sussntar consideravelmsgnte o rendisentos  ais
entio obiidos pele adicio continus de sacarose, principalments gu-
rante a fase logaritmics de crescimento, guando & formag8o da en-

rims & induzida. sendo obhtidos rendimentos de 180 UDS/mi.

T
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Usando basicamenits o melin propozsto por TESUCHIYS =1t al.
11932, com controle de pH enm &,7 e adicdo de sacarose o guianti-

gades crescentes, SUHNETDER 21 al. (1982 aobhitiveram ats 300 DS /@l

i

em Bscala piioto.

GUEIRDY & MAUGERI {(1982%) estudsrss varios tipos ds &li—

al-

§..:f
i

mentasfo de sacaross en meio padrBo (LOFPES (IR7%9): 2 2: ne

o

[

L .
e mllho. Com &

1
i
Eh)
Ll
e

s - ¥t T

i

terpnativeo contends melagrs 8 dgu

mentacEo sxponencisl,. controlasds pelo sistems de Db, Toram obtidas
pntre 50 e 70 UDSSml, snousnto oue com slismentagio linsar de 1o
I8 gfh de agdcar, bhouve um saumento fo walor saximn de  atividade,
cowe giminuicio ns produtividade no oeso do meico padr8oc e um sumen-
tor e omelo altsrfnativo.

BROUGMN & ModAYDY {1990} testaram 2 adiclBo de solug¥Eo alos—
lins de sacarose associsds an sistems de controle de pH, sendo al-
‘cangados resulisdos bastantse satisfatdrios {300 UDS/ml) s trazendo

mator simplicidade operacionsl a0 processo.

& producBEo de dextrana-sacarase por fermentagio continua
ten sido pouce sstoadads, com poucas referéncias sobre o assunto

(ALBOP (198353 ;.

LABFORD st al. (1979 nZEo conseguiras resultados satis-
fatdrios com @ste tipo de processo, atingindo um mdximo de F 00 LULES
w1l cpm taxs de diluiclo de 0,330, fApesar das conclusBes pessimis—
tas neste Lrabalbn, FPAUL et al. (1983) conseguiram umas prodoaifivi-
gade & wverses maior que aguela conseguida com batelsda alismenteds.

chegando a8 70 UDE/mi, com taxs de dilaigBo de 0,4/h.

l;e!
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5.2, FPROPEIEDADES

Bextrana-sararase (B0 Z2.4.1.5, o {1 » &3 D-glucans: D
froutose Z-glicropil transferaze] € uma das poucas enzimas  fque n3o

necessitar da presenca de cofatorss o intersedisrios Tosforilisdos

4]

de alits snergis pars sintese de polissacarides. & energlis requs—

(]

e B ¥ e 2 oondensagio de duss porglss giirpsidicss & fornecidas

i

b

pela hidrdlise da sacsross.

i

mrantes slouns snos, & Sacaross era o anioo subsirasto
conhercicdo, levands alguns pesoulsadores (EBERT & BOHENK (195583,
HEHEE (1955) 2 HEHREE (394B1! a afirmar qgue & dexirina-Sacarass Sra
sheolutensnte pepecifica,. Eas trabaihbos posteriores de JUKE & MRYER

201y 2 GRIER & MAYER (19813, deu-se a confirmagio de gus a—i-

fre

%
Filuorogliicnse tasbém & um bom subsirato para & denirans—sacarase,
coun valores de Em g Veax conparadvels ao da sacaross. Outros fluo-
ro—acUcares foram testados (BRIER & MAYER {1981}, mostrando efei-
ey ipdibitdrio. KAROLI & REULLY {(i1980) citam sinde & lactuloszocaro—

=g comn substrato para & enzimas

EARCH. T & REILLY {1980) medirarm a ensrgia de ativagic das
gestrana-sararase na forma lives ¢ imobilirzrade, chegantine a 8,6 =
1.7 koallmnl respectivamnsnte, citando ainda outros valores bastan—

Yo odiferentes para a enzima livee, de S s 10 kocslisonl.

Suanto & sstruturs guimice 8 peso meleculisr da =2nzima
existe ainds muita controvérsia. ROBYT & HALSETH (197%), em estu-
dos ocom enzime purificadsa, sugeriram gug a dextrana-sacarase & uma

glicoproteina, 34 gue ela perdeu tods atividads 20 Lratamentos oom

ht



roncavaling f. ftraves de tecstes de  hidrdlise &oida s sauiores

mostraram Que 8 manns: g@rs o principal carboidrato presente.

MILLER et al. (1984} colocaras oo divvidse a sstruftoers ds

3
it
b
B
r
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o
¥
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ry
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it

poroteina, pelos basizes tenres de carbolidratos

oreparaches .

Dewido & dextransg sssocisds & enzimsma, & dificil = deter
minacdn © comparacio dos walores de pesg molecular citados ns ilze

teraturs (EBERT & SOHENE (19468), EOBAYABHI & M&TSUDD (319773

it

MILLER 2% al. {1986}, 34 cue diferentes métodos de purificagBc
foram wbtilizados.

A sintese da dextrana se ga nums ampla faixa de tespera-
furs, o 30 a I7°C (EBERT & SCHENE (19488)). sende gue & atividads

, . . - O .
mAwims na enzima =& di sm ftorno de 300, tanto na forma livee como

imobilizads (HEHRE (1938 e KAROLI & REILLY (I1PBUX:.
ESEGLI & RETLLY {1980 nioc observaram mudancs no  valor

go pH de stividads méxima para a snzims Tivre pu imobhilizads, =i
tpango o pH Stime em 3,2, Dutros sutores, no entanto, citam valo—
res gdiferentes para & enzime imobilizada (KABAYASHI & MARTEUDA

(4980 & MILLER =t al. (19843).

& sensibilidade da dextrana-sacarase an pH & bastante

grande, sendo mais estivel entre 5,0 2 6.0, KOBAYASHI &  MATSUDA

]

119803 verificaram gue & snzima imochilizada apresents uma R

de sutabilidads em pH de &6 8 9.

s temperatura também & um fator fundamental na estabili-

dade da snzims, havendo retencdo da atividade por Yarios anos

I:,.‘j
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quande estocads & temperaturas abaixo de 570 QHE%RE E1%BEY . RORYY
# WALBETH {1979 constatsram gue 2 ensaims puraficads perde ativie
gade rapideamente a 40, 8 & ~150 &0% da atividade ¢ perdidae sm 20
dimss. Begundo o sessos autores, aoims da tegpersturs Shims a.QﬁQ“
da de atividade & mais drastics pars snzims livre Que para & 2 imb-

Dilizada.

Ma tentative de sumentar s sstabilicade gs enziss., &k
guns sstabilizantes Toras testados. #Além de dewitrans (KOBAYRSHI &
FESTSUDS (19F0) & ROBYT & WALSETH (1978, outros polimeros oo 16—

nicns ftestedos para sstabilizacio como metilcelulose &8 polistiie—

concentracBes acims de 0.8%, fol verificadse uma relagio entrea o

pfeite ge estabilizacln & o peso soleculsr (MILLER & ROBYY

Alsm dos polimeros anidnicos, MILLER = ROBYT {1%984) e3-
tudarasm o efeito de detergentes ndip idnices oo fracamente 18nicos,
ronmsguindn completa estabilizagBo ds enzima. Alguns compostos oo~
me Titor, cianeto, azidas, piridina g anilins gue normaleente en-
venenam preparagies enzimaticas, nBo apresentam efeito detectawvel

sabre s dextrans-sacarase (MEHRE (1935:).

ROBYT & WBLAETH {1979} confirmaram o 2feiic inibitdérico
do FDTA en prepasragBes purificadas de dexirana-sscsrasse 8 2& 0 res—
tauragio da atividade com adigBo de lons alcio. Os autorss estu-
daram ainda o efelto de fons metdlicos sobre dextrana-sacarase pu-
rificada"e tratada com EDTA, sstandoe o= resul tados obtidos resumi-

gdose ne fabelis 4.



Tahels A Efeito de fons metélicos divalsntess sobre dexirana-maias
rase purificada e tratsds oom EDTA (D @M} {ROBYT &

WALEETH (1979)})

ITon &ddicionacgo 3 =
£S5 mbi} Orividade Relativa (L) {Atividads Relaiiva (43

F 53 7e

Py H13 Fi
s 40 74 s

Sr &5 Sife

Ba &5 FE

Py 30 17

[ iy T

MNi 8] &5

s PRt A

Fa i B

Hao o0 €3

LTS 38y SN

Pi A £

Controle facte) i

& ~ Om iopns foram adicionados gpos bratamento com EDTA {5 mbd

B - £ enrime foli fratada com EDTA {5 e, e depois retirado por

disiizse. & porcentages de astividade fol calculeda como 100% =

ativicadse ds enTima gue ndo sofreu tratamento com EDTA.

4 cindtics da enzims dewtrana-sacarass & gerslsents des-
erita pelo modelo de Michaslis-Menten, aplicével para niveis deg
sarsrpse ahsixo de 10-15%, guando & saturaglo ds snzima é alcanga—

da {ALBOF (19831} .

8 concentracEn de sacarocse influsncia bazstante a velooi-
dade da reacfo, sendo gue & veloolidade maxima & atingida om Dalxas
roncentraches, proximas & 200 M, ocorrendso acime dessEe wa o
inibicEn pelo substrato (EBERT & SOHENK (19468} e HREELY {19383,

como mostra & Figura b
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CONC. DE SACAROSE ( M)} N

Figura &: Yelocidade inicial da reaglc de sintese o dextrans ver—
mus concentragio de substrato em difersntes temperaturas

(ERERT & SCHERK (19683

MORTIMNE7-EGRINDE. G & LOPES-PEINSUIA {1983 imediram a velo-
cigade inicial =m ampla faixa de concentragBo de sacarose 8 veri-
ficaram oue o modelo de inibigBo pelo substratpo se adequa DeEm  aocs
dagos cingtices phiidps. Foram assim  calculades valores de  Em

(5,12 gil} & Ki (4721 o/ll.



Valores diferentes de Km foras obtidos por REELY {1958;

{18,97 /1) 2 por P et al. {19B4) e TBUCHIYA {1960} (4,1 g/l).
Com o sstudo de reacfBes enzimdtices para produc8Eo ds
dextrans com peso solscelar controlado usando scepitores foi notade

o sumento de Em o2 Ymax NS presenca dERsss agucargia

TEUICHIYA (19850}, sstudando s resclo de formasio de  dee-
trang ne presencs de sscarose 2 a-metil glicosides se variszs gone
centracles, notou gue o Tendmeno de inibigBo pelse sacerose Tics
diminuido & medidsa gue & concentracio de acepior suments & gus &
concentracio dtims de sacarssse susenta com o aumento
cEn de a-metil glicosideo, confirmands dados do irabalho anterior

ge STRINGER & TSUCHIYA {193H).

Fais recentemente PAL =2t a3)1. (1588 sstudasram

1
"
0y
o
T
]
“
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eom o oeumento da concentracio de maltose de O & P00 gfl; o5 valo-
res da constante apsrente de Michaslis variou linparmeEnts de 12 a

158 b o com o wvelocidade mazims sumentands msis de trés vezes.

0 pfeito da pressio na reacec enrimatica de formaciEo ds
dextrans foil sstudads por BRELICH & LUDKIG {1977 numa ¥falilxs de

I a 10030 bar. Em aprovisadasmente &00 bar, ss torna aparente a des—

naturacio irrgversivel ds enzima, sendo este desnabturaglo uma rea—
cBo de primeira ordem. Quando a8 press3o & aplicada, & velocidade
da rescln sofre ume redugdo em balxas concentraces de sacarose 2

wm avments em alitas concentracBes.



. MECANISMOD DE ACED CATALITICA

Duas hipStesess foram levantadas com relsglc an Cresois
mento da cadeia de derxtrans. Segundo a hipStese da propagagdo por

multiplas cadeias, 3 adic¥o de cada unidade de glicose ooorreris

b

separada £ alestoriamente, havendo dissooisgdo enire a8 @nriss €

cadeisa se crescimento & cade cicglo, sends oads caosla cons £itul da

it

poer varias moléculss de enzima. Neste 880, wiignessacrsri ooz @
dextranas df Daixo pesc moleculsr daveriam ser detecidvels cdurante

s sintess, no entanits oz autores envolvidos neste sstudo Toram in—

I

capazes de encontrar estes produies, confirmando & hipdtese o

i

propagacic por cadels Gnica. Nesies @BLaniseo, uma griice moléouls
de enrima construiria uma cadeila inteira de dextrana. Isto impliics

ous o proguto tem alto peso polecular mesmo No inloio da reacdo.

BOVEY (19591 nhservou um aumenito nc peso  molecwiar  do

N - = . = . e _
proguto {de 20 x 10 para 30 = 107}, & Justificou este aumentoc pe—
1o aparecimento de ramificaclies, sugeringo & gxisténcia de uma en—
zima ramifirente mais estivel ag calor, ssbors como putros pesgui-

sadores nfoc tenha consegulido o seu isoclamenio.

Segundo um trabalho de revisio de. MEELY  (EW&Gy, BOVEY
sugeriy gus 8 Benzima responsavel pels polimerizac¥o, fariz a trans
foréncis de um residuc glicosidico a we  csrbono {837 da cadela
principal, sendoc & enzisas ramificants responsavel pelo crescissnio
dezsss oadeis latseral.

De acordo com o mesme erbigo (NEELY (1986031, na reagio

snrimitica na presenga de sceptores, & cadelis S8 propsgsris pmla

formacin de varias peguenas cadeias, 0O arceptor adicionado redur =



conceniracio do polimero de alic peso soleouiar ses afetar ssu pe-
sp molecular. MNa auséncia do sceptor & polimerizagdo ¢ inicisda de

forma ineficiente pelas soléculas de sacarose, havendo a s

i
o
i
o

i

uma propagecio rapida da cadeia. Como & Bnzimse parmansce ligads &
cadesia 2m crescimento, s energis de ativagEo neressdrlias pars as
transferéncias nEn & perdids depnis de cada uma. A& propagagio tar-

mine rom oo disscoisclSo entre ocadeis e oenzima. FPor outro lado, n3

e

presensa dos aceptores,. @siss iniciarm a foroscioc de Csdsisa mBis
eficientensnts, dando-se a propegaedo de forsa msis lents oom asu-

sumento gradual do pesSo BOLECUlAr.

Faste mecanismo propnsto por NELLY (194603, ¢ ilustrado ng
Figura 7, representando a enzima com dois sitios allivos, um 403000

{4y & oum receptor {(r).
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Figura 7: Esquemsa do s2Canismo da reaclo de sintese da dextrana

proposto por NEELY {19460)

Nests mecanisomc hé a representagBo ds inibigdo pelo subs
tratn, contralada por k;, pgue ororreris pela absorglo de owm Qrapo

fratosil da sacaross no sitio ative receptor, ac  invées Odo grupo



glicosil {(staps k2}§'ﬁu2 poorre porasimentes. & etaps kB seria &=
iniciacEo da cadels, kg a propagacio {(rapidal = Ry B terminagio
por disspciaclp ou inativeglo do  complexo enzima-dextranosil. O
mecanismn na presenga de aceptores & repressntadoe peis elaps b
i Tatul) k; = kz {2 absorcio do acephtor € meis eficiente gue da Tl

-

L romtrols 2 formecio de peguenss cadsiass devide & pree

-t
N
it
1
i
g

s

0

smnes do eceotor. NEELY n¥o explice com sstes mecanissas a 2 TormagdEo

i

das ramificacthes & suQere QU = C30818 principsl & formads & par-

vir das ponts nfo redulbors.

HEHRE (1%48), estudando & aglo g8 anllosacarass, obhser—
vou gue ne transferéncis dos residuooss D-glicosilicos. o CrEE o e
in da cadeis se da pelo final n¥o redutor e sugeriu gue & ag3io ds

dewtrana-sararase era sasaglhants.

ERERT & SOHENE (1%48) descreveram um secanisso bastante
.Eameihamte am de NEELY {19460}, propondo no entanto & transteréncils
dos grupos glicesilicos no Tinal redutnr,. argunesntando gue & ter-
minacXo da cadela se did pela guebra da ligaclo snire a BnzZies 8 20K
cadsia em crescimento. 4 guebra ¢ devido & agEp  do  aceplor, que
desfar o complexs enzimas-cadeia, ilmpedinde gue & ligagBo sm  refa-
ca. A& competicin do acepiocr com O substrato sxplice a formaglo de

dewtrana de baixn pesg molpocular.

SIDEROTHAM (1974} considera, em um trabalbo de revisdo,
nue nko exwistiam evidéncias experimenteis sufticientss gue  CORPro—
vassen & direcX¥Xo do orescinmento das cadeias de gdextranas pala des-

trana—Satarasg.

-
ok



TOULIRAYA et al. (1974}, sstudando s sintese ds destrana
de alio greu de ramificagiio, produzids por  dextrana-sacarase de
feuconnstor meseateroides 1AM 104646, conmsideraram gue a presenca o

i . i ++ . . - )
ions metalicos, principslmente Ca  , tes importéncis fundamental

na formacfo das ramificagbes.

fima série ds estudos realizados por ROBYT st al. (1974~

Bt

iz atuacio de dexirana SsCAraEse  para

=
T
Iy
isk
i
$ota
n
)
i
oL

1982y elucidarss o

i

formacio da cadeis principal e das ramificacBes pressntes na e u—

trana, na prasenga ou ndo de soeptores.

BORYT et al. {1974}, pitilirando téonigas de marcadores
radioativos & cromatografia, demonstraram gue a3 dextrans encontra-
s fortemente associsda & enzima, provavelsmente por wna  ligagdo
covalente. Atraves de superimentos onde a snzima Tol  tratads com
E}éﬁj sacarose e posterioraente com sacarose nfo radioetive, fioou
demonstrado gue a dextrana ¢ biessintetizads & partir do fimal re-

FufRl u’ ot

Tendo om vista estas congclusdes, os auiores Sugeriram um
mecanismo segundo o gual a enzima teria dols  QrUpos catalli ticos
spuivalentes, Ccomo esguematizado na Figura 8. Os dois sitios cate—
1{ tiros atacam a =macarose formando complexos glicosilicos, ooprrean
dn entZo o atague maclentilicn do Te—0OH de um grupo sobre o T el
putro grupo glicosilico, formando uma ligag¥%n glicostilica a-l &,
Este atangue libsra um dos sitics gue entdio atsoa outra moléculas de
carasrpse foreands o novo complexs enzima-glicosila. O proceEsso

continua com os dois grupos cataliticos se alternanda na formacio
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ge complexos com o reslous glivosilico 2 com & cadeia em oresci-

menio.

Xy E X5 = GRUPOS NUCLEGFILOS NO S{TIO ATIVO
0 GLICOSE
< FRUTOSE
0] & SACAROSE
00 = GLICOSES LIGADAS POR LIGAGAD oL ~1,6

1

kit

th

Figura H: Ezguemsa do mecanismn da reaclio de  sintese  da gextrana

proposto por ROBYT 2t al. (1974}

Ma presengsa d8 SaDarose, 4 rmrginacio da cadeia s s
pelo descolamenta da dextrana pela agio de ascepiores Como glicoss
au frutose, oguandgo estes atiﬂgem'uma concentracio suficiente para
agir no sitio ativo, de tal forma gue una e suas hidroxilas  faz
wie atague nuclecfilico o0 o da dexirana.

Em trabalho posterior usando 05 GESMOS e todos, ROBEYT &
TAMIGUHTHT (1974} propusesram um moranisms apresentado esguenaiics—
mente na Figura 9, Eggunda o gual & bigssintess das lipscdss
g1, %, se dé guando um Grapo -0 de uma eolégula lives  des SEXs
trana atus coms um nucledsftilo no Cr no final redutor do  complexo

dewtranosil-enzima. A partir decte atague nuclesfilo, a dextrana



s desprends do complexo, foresaondo uma ligagifo o~1,.%3, carscteris-—
tice das rapificactes na dextrana de L. mesgnteroides B-5i2. Esta
segiiénoia também pode se dar no conpliexo glicesil-enzsisms. podendo

azsim ser produzidaes racificacBes com uma Gnice unidade de glicoze

O MEiE.

X E Xo=GRUPOS NUCLESFILOS NO SITIO ATIVO
0 =GLICOSE

& = UNIDADE DE GLICOSE REDUTORA
—  8lIGACAD - [, 6

BLIGACAO - [, 3

Figqura % HMecanismo proposto por ROBYT & TANIRBLIHT (1974 nara

formacio das ramificacies

ROBYT & CORRIGAN (1977) estudaram & influéncia da pre—
zmenca de dextrana exdgena nae acfo da enzima dexirans—sacarase dde
Strepltococcus mutang OMZ 176, concliuindo gue & dexirana introdozi-
da nd@o funciona como iniaiadar;.ﬁamm sugerido por BERMAINE 2t al.
{segundo ROBYY & CORRIGAN], mss como um ativador da enzima,. por
atacar o complewss dexirangsil-enziss. liberando & ensimas gue poads

assim reagir mals rapidamsnie com 8 SAECArosSe.

ROBYYT & WALDETH {1978), dando continuidade za0s sstucdos

Aé



do mecanises de agBo da dextraﬁamﬁataraﬁe CoOm SgUCRrss marcadﬁﬁ B
cromatogratia, prapuﬁeraﬁ we mecanisen  de  a0d3o  dos  arentores,
riustrado pela Figurs 10,

£ enzime previamente incubads com {£4§3 sacaross fol oo-
iocada em contato com glicose, frulpse & malinse marcados, na pre-

sEred o NEs de sagsrose.

Ha ausdénocis de saoarosg, os irds aospiores deram  origem

& dexirans de alto peso molescular 2 ous ocligossacariden de  baizo

e

peen moiecular. e presengas de sacasrose, uma serie de oligossaca-
rivdens homdlogos fol produrida pela glicose & pels malitoss. haven-
o sviddnoias de gue na pressngs da salioses forma-s2 primeiro wum
trizssacarides, & seguir un tetrassacarides derivado deste 28 agoim
por diante. Com & frutope, HBESMO Na DESSENg: B SACarosSe ApeEnsas um
dissacariden, identificado como leucross & formado, levando a crer
e ezte & um aceptor bastante fraceo, nfo dando origes S uma aéria

homSiogs de oligossacarideos.

=
50
2L

)
KZ

H !‘l

X; E XouGRUPOS NUCLECFILOS NO SITIO
ATIVO

O—0 =6Licoses uNbas POR LicagZo
- - 1,8

® =acepror marcapo

Figura 10: Mecanismo da atusglo dos acceptors  proposto por ROBYT

& MWALSETH (1978:
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Levande en conta sstas observagles & oz resuliados  de
trabelhos snteriores, 0% pEsguisadores conclulram gue o ac soptor
atua na iersminacic da cadels de dextrans &, oonsegiontemente, 1i-

erando o sitio ative pars o inicioc de ume nova.

RORYT & EHLUND (19872 srnalizmasran & ssterenoguimics snvoi—

vitde naz reacBes da dextrana—-sscarass Com SaCaross 2 atepiores

cipslmente oo que =8 referis & purers £ & atividade da enzims uii-
iizada. Estudos reslizados por sstes pesguissdores Com ensims imoe
Bilirvads exn hidrowiaspatite nBo snconitraran svidénolas gus pudessem
derrubar as suposigSes de ROBYT et al., a3 gueis Toram malis uma

ver comprovadas por DITEON & MAYER {(1984:.

Z.9. FATORED QUE AFETAM O FPERO MOLECIH AR DS DEXTHEAMNS OB

TIDA ATRAVES DA SINTESE ERNZIMATICS

PDesde gue HEHRE (1241} svidencipu & produgSo de dextrana
an esxtratos de cultivo de leyconestas mosentereides livres de oo

iulas, ums sdrie de artigos foram publicados sstadandn oz  fatores

i

= propriedades, ds dextrana formads,. SS5Sia COmD O oom—

Y

g atebam

portapentoc cindtico da reag8o snzimdiics.

£ infludncis das concentracio de sSacaross no melo reacio—
o
nal foi detectads por TSUCHIYS et 21, {1957}, obtends apenss  den—

tranas de 2lio pesc solscular com 108 de sacarose, snguanto com



. ods bhaiso “peaa (8,000 dai-

[

concentragio de 704, speEnas dexiranars
tons! foras detectsdes. Em concentracifes intermedisrias, oma  dis—
tribuligio bimodal de peso molecular foi wverificads, com uma poredo
distribulida em torno de 40 mii%ﬁaé e outra em btorno de 30000 del-
temys . Dangdo continuidade a estes estudos, TSUDHIYS gt al.  {(1955%,
Justificaras o efeiic da concentracio de sscarose No peso polesg-

ar pelo mslior atGmulc de Trutose =e slitas concentragBes de  sacs-

et

"4

oes. Mantsnds & concentracio de frutose constante em 2,83 S, g
L4 howve, no primeiro oaso, foraaclo apenas de espboises de s2lto
pess nolesular. 5% s maioris do polimero sintetizado sra de alio

oo molecular 8 & I0W apenes 35% do produts correspondlis & 020 S5Sa

.

b

Sapde

BEASHWELL & ETERNM (1950%: percebsram un decrdscimg na vis-—
vosiderds intrinsecs do melio so longe do tempo, mssSsmc em Daixas
‘concentraches de frutose {adiconads no indcio de rescio}l, sugerin-
do pgue além da forssgEo de dextrana de Daixc peso moleguliar, a oi-

minuwicEo da viscosidade seria devido ao aumento das ramificacSes.

Pando continuidade a esses estudos,  BRABHEELL =2t ai.
{1962}, confirmaram o aumento nas ramificag@ses oom a3 conversia,
constatando sinda gue o aumento da ronecentracBo de sacarose tons
a reagBo mals lenta, hevendo um sumenic na linssridade da cadeia,

pAFS UBe BeSmaS Conversio.

MONMSAN & LOPETY (192813, utilizando tdonicss mals avangss
das de determinacio de geso molecular,. sconpanharam esta caracie-

risticra ac longo do tempo de reacfo, com goncentraclo inicial de



sargrose o 100 g/l. 1 peso moleculsr aumentou ocoun 3 conversio,
sendo & distribulicldo mals disperss no ird cio da sintess, como pode

mer observado na Figura 11.
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Figura 1i: Distribuicin do peso solecular em diferentes tesmpos  de
reag@o (BE: = 25 ming B2 = 50 @ming Es = 131 min® EHa =
190 pin},. Dewirans fol fracionads por GPC em Ultrogel
A7 (MONSAN & LDPEZ {1981b3)

ALSOP (1983 estudou o sfeito de varios parametros ds
sintese gnzimdtica em anﬁdigﬁéa industriais, através de téonicas
de cromatogratia de perasacic em gel (GPD), concluindo gus o paréa-
meztro mais importante ¢ &2 concentracBo da s=sacarose, controlando
tanio o renﬁim&n?w guantn a distribuicio de peso molecular. Um re—

sums dos reseplitados obiidos estsd spresentasdo na Tabels 7.

L
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Tabela 7: Rendimentos das fraches de carboidratos em  warias  con-
centraciBes de sacarose (gAl00 g de salasrosel, 0o S final

da reacioc (ALBOF {1983}

Dacarogse ! Monossae Bissaca— Pextransa Deutrana bBextrana
(% pdwv} carideos riddeos Total fltn PoM. |(Baixo PoM.
zZ D2 E 1.5 48,9 45,9 i
4 IR & oA £ B, 5 £
3] Ri.3 L g4 ,4 84 48 3
10 51,2 £, B ey BEGF . O AR
is 0H,.3 Y4 IEE 253 10,0
k] b o 11.2 1. 17.% 18,0

Tedyrioo G285 ; A7 .4 47 .4 1

Cowr o aumento da concentragio de saceroses una série de
alteractBses georrem: {1) & guantidade de sonossscaridens {pringi-
palments frutoss] asumenta além do esperado: () & guantidade de
dimsacaridess {(principalmesnite leuorose, maEs um poUCD dE Sacarypse 2
izcmaltoss} auments considerasvelemente; {3 2 guantidads ds dewtra-
nas g8 haing peso solecular {(FM < 340007 asumenta, principaisments
arima o 10Y de sacarose. Domn consegliénois disso o rendimento em

dextranas de alto peso decresce bastante.

FRAT &t al. (1987} obiteve um aumentoc no rendimento de
daextrana obitide a partir de 150 g/l de sacarose, com & complexagio
da frutose produzide com fons borato, minimizando seu efeito  de

areptor & formasgiEo de leggrose.

Com 0 oresrente interesse na produgio de dextrans clini-
ca (50,000 4 PM o< 100000, o efelic de peguenos oligossacarideos,

rome maliose 2 isomaltose, aldénm de dextrana de baisp pesco molecu-

b
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lar, no peso eolecular da dexitrans obtide tenm sido amplaments eo—
tudads.
d& em 1944, HEHRE detectou slisracBes ne cindtica enzi-

matica com & adicBo de dextrana purifivads no meio reacional.
HOEFEELL et al. (1937} estudasram o comportaments da sin-
tese enzimdtica ne presengs de varios agdlicares ocomt malitoss,  iso-

maliose, s-metil olicosides, glicose, frutose, sslibiose, galscito-

#l

s B2 oulros. Malioses, isomsliose,. o-metill glicosiden aumsniaram
taua de reaclo, sendo detectada 2 gressncs de oligpossacarlideos
slém daz cadeiss longas, levando—0s & sugerir gus estes acUucares

eram mais eficientes como iniciadores do gus os oulros.

£ imvbroducBEo de dextrans roveniente de hidrdlise da
gexitrans nativa, & maltose no caldo ferasntativo, foil estudads por
.N%ﬂEL et al. (195351, ne intenc®o de produzic dexirens clinics  di-
retamsnte da fersentaclo. Segundo os autorss, howve formsci3o da
dextrana de interesse apenas nos experimentos ondes dexwtranas hidroe
lisadse Toi sdicionads, com rendimenios superiores ans DrolES50S

ate gntEoc utilizados.

HEHRE {1932} comparou a agdo de varios agdcares e 2 de
dextrans de baixo peso solecular, concluaindo gue esta ¢ 8o efigi-
ente guanto malicse e isomaltose na modificagdo de peso molecular.
Resultados semslhantes foram obitidos por TSUCHIYA et al. {1953 2

HELLMAN et 1. (193535},

Fesultados interepssantes foram obiidos por KILLEY et al.
{19585 no sstudo da foroecEo de  panose {(S-g—isomaldopiranosi i~D-

glicosel pels agho da dexirasna—sacarase sobre Sacarose, e QRresgn-



ca de altas concentragfies de maltose. Dentre os pardseiros estuda-
dom, s investigadores conclul ram g o Tator gue meiz influencia-—
va na sintese sra a8 rarlo [maltoselflsacarosed, seguida da concen—
tra?@& de maliose. Este estudo mostras gue guanto saior a concen-

tracio de maliose, aenor o peso smolecular das eepscies formadas,

Frocesesos de prociugic de dextrans oclinice utilizandn dew
trana de baixg peso acleculsr como aceptor forasm patentsesdos, como

o e HELLMAN & THBUCHIYA (195857 = BEHRENS & RIMGBPFEIL (19427,

Warios acepniores véem sendo testadps desde & fdécads ds
&G, como dextrana de baixo peso solecular (BEHREME & 2 RINGSPFEIL
{19613, frultose, glicpse; sorbitol {EBERT & SCHENE (19481, rafi-
nose (REELY {(195%:), no entanto apenas a8 paritir do dessnvolvimsnto
de ifdonicas mals avangadss de determinasBo de peso molsoular, como
& crometograftia de peroescio eg gel, resultados mails praticos =
conclusivos foram obtidos. /& Flgura 12 apresents um  cromatograma

de produtos de sintess enzisdtics, com e sem scepiores.

Com obistivo de produzir dextranas clinicas, MONSAN &
LOPE? {1981a} conseguiram bons resultados utilizando oligossagari-
deos, produridos a partiv de sintese de dextrana na pre%én§a da
maltose. Fmram-@gtudaﬁag tambdm o uso apesnas da maltoss 2 de dew—
tranas com pesD molecular entre 9.400 s 40Q.000 daltons, sempre
manterndo 5 razioc R, [sceptor}flisacarosed igual a 0.1, com Benzima

Iiwre & imobilizada.
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Figurg 172: GBFU de preparagies de dextrans com Bnzima livrs. Dpndi-
g
sBes de reacio: atividade = 3,2 Wel: concentracio de
sacarose = 200 grfl = 30°C. Sem acepior {—-e-e-), com 20

g/l de cligossacarideos derivados de sintese com malto—

s (-}, padriic de dextrans clinica {(PF = 75,0000

{—o—o—) {(MONGAN & LOPEZ {19315}

O pfeite de dextranas com diferentes pesos moaleculares
no pesc solecular sédio 2 na polidispersio, fol estudads por &LS0E

{1983}, assim como o =2feito da glicose por SBMILEY (1982).

0 efeito de varios aglicares como acreptores na sintase de_
dextrana Toi estudado por ROBYT & BELUND (1283). A maltose fol
considerada o aceptor mals eficiente, com mais de 7084 dos  grupos
glicosilicos da sacarose formando ﬂligaasacaridaas. Outrozs acepio—
res gue dBo origem a ums =érie de cligossacarideons sZo {em  ordem

decrescente de efetividade}l: isomaltose, nigerose; o-metil glico-

LA
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sideo, 1,3 anidro-D-glucitol; D-glicose; furanose; S—aeitil glico-
siden; celobiose & L-sorbose. A Figura 13 ilusira oz resultados

obtidoz com todos os acepiores testsdos.

7O g0 0 100

aceptor O 10 20 30 40 oo

Hsitose

isomslives
Rigerose

Metil d-D-glucosids
{:S—anidro—D—glucitsl
b-Blucose

Turgnose

Hetil B-D-glucoside
Lactose

felohioze

Frutose

Melibiose

Rafinose

L~Sorhose
D-Manose
D-Balactess

D-Xilose !‘i&%ﬁ_ﬁﬁﬁ" /ﬁ’ ;.%‘ﬁ’f' ﬁ’ fd%‘ff ﬁfé‘i’ﬁ’ éf’ﬂ" zf!"/é” Mﬁﬁ%’i@
Sam sceptor ‘&.\‘ﬁﬁ*f'}fﬁé’éfﬁjﬁif fé"ff?’_ j"ﬁ%" /ﬁ'%’f’fﬁf _ﬁﬁﬁ’ﬁwﬁﬁ

5 o =G 30 40 50 &0 70 B 0 100

Total de D-[tClglicose incorporada {1}

Figura 13: Distribuic¥o de §~£i483 glicose da sacarose sn produotos
de reacEo com aceptores. Mesbros de séries de oligos—
sacarideos produzidos s3o mostrados em ordem  orescente
de polimerizacio da esguerda para & Qireita, com o nu-
mers de unidades D-glicosllicas adcionadss mostradas
pnde possivel. D-frutose g D-manose produzem  cada um,

fdois proadutos monoglicosilados (ROBYT & EELUND {(198323)

il



ORIDL et al. {1983} sintetigaram oligossacarideos de di-
versos pesos moleculares viilizando malioss como acepior,  oon 3
igual & 0,4. Os sligossacerideos assim ahtidos, isclados & purifi-
cados ¥foram vtilirzados como acepiorss & sus infTlugncia avaliads do
pontton de vista cindtics e da gualidade do produto formado. s re-
suiltados mosiraras gue o Numers de esPeCiss Com difersntes grous

merizachio asumenia com & diminuicio da razdo

e

aimd

£
[
U
.
i1
I3

anap

de pol

=

o

carosel. Para uma razic consisnte, o numero de paméCcies moloscuies
res formadas, aumenta com o gras de poliserizegBo d@o0 auvepior Bt
lizado. 0 mesmo comportassnto ol observado nos pardeseltros cindti-

roe com relacfio a2 concentracEo £ peso molecular do aceplor.

TRILLANDIER {(19B&4), tambée sfetucu snssios de  produgdo

des desxtrana de peso moleculsr controlado sm Cingo Siapa

it
N

rando peguenns oligossacarideos obtidos da =intess com @maltosse,
‘romo arspiores.

b pestudos realizados por PAUL st al. (1984}, vitilizando
maltoss e oligossacarideos cong sceptores, levou 2 proposigldo gg
pouas®es relacionands o peso molecular das sspbcies Tormades Com o
neso molecular dos areptores utilizadeos 2 a razio da concentracio

de mararose pels concentragfo do aceptor. fs Figuras 14 e 15 ilus-

tram ps resultados abtidos.
Com o uso o maliose fol obtids & seguinte correlagdo:

Pro= T4G(E o+ .48 57
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Fipura 14: Fesoc solecular addico dos oligossacarideos produzidos na
presenca de sasliose como aceptor s funglo ds  razio

Fuararosejfimaltonsed ([SI70MI — PRl et al. {(198&)

Com a utilizagio de oligossacaridens de difsrentes pesos

molecalares coms aceptores, foi obtida a seguinis correlaglo:

PHo= Pﬂﬁii G874 BARG

Oz resulitados obtidos confirparas agoeles de ORI st
al. {1985}, havendo aumento na produgdo de dextrans de aite PM oom
auymento de S o diminuic8o no rendiementoe de ocligossacaridens,

sgndo 0 Deso molecular destes salor.
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Figurs 15: FPese selecular média dag destranas produridas ns pressn

ca de oligossacaridens comn acepiores em Tungdo da  ra-
ZEo [sacaroselllioligossacaridens) (B4R} () oligossacag-
riden com PM o= 830: (A} oligossscasridess com FM o= 1150
e (%) oligossacaridess com PR o= 1978 — PSLL =t =1.

{19834}

Dutros fatores gus influsnciam no peso solecular da  dex-
trana formadas s¥o, alés dos aceptores, ieaperaturs e concentragio

enzimatica, esbhors en senores proporeles,

Segundo TEUCHIYA =2t al. {19550}, o abaixamento da tesmpe-

: [ o .
ratura dg 30 pars 150 em reagles com aceptor redur o0 rendimenio
da daxtrans de alto peso soleculasr o aumentas o da de baixc peso,

mavendo um ligesiliro auments no pesn soleocular destas espdciss a
X o

15°C. Embors = formacio das dexiranas de alto peoso nfio seja elimi-

5
0



nada a 100 & 4055 hé wn gecrescimn marcante né.'gua profuciEc. et
infludnoia da ﬁﬂﬁﬁ@ntraqﬁa enzisatica em rescles oo aceptores &
185 g 30D foi tasbém estudada. & 300 verificou-se cpeaE Emm altas
ﬁmncemtraqﬁea de dextrana-sacarase, hi o decrdscimn no rendimento
das dextranas de allto pezo smolecalar. bste efeiitn & bem senos msre

. T,
cante a 13 0.

Fratiraments os peoens resultados =850 tambédm  apressnts-—

dos por HELEMAN =t sl. {1835},

FRASWELL & Eﬂﬁﬁﬁ%ﬂ {1982 estudaram o afeite da tespera—
tura es reagthes enzimdticas sen acepiores, conclulndn gue guanto
mannr a temperatura, menor o peso saolecular da dextrana formada &
menar o grag de ramificag@es.

Segundo PAIL et 1. (1984) os efeiios da temperatura {(de
£° 2 29°C) & da concentragio enzimftica {4 a 100 UDB/all ndio  s%o

sigrificativos, em comparagfic & concentragiin de sacarose e razido

isararose ] fimaltosed,

R FERRO-DE X TRANA

4.1. CARACTERISTICAE

Fetudos na estrutuwra do compleso de Fe-—dextrana por oro-—-
matogratis de permeaclo em gel, 2 uliracenirifugegEen forasm Tsitos
por RICKETE et al. (1935}, Nas analises cromatogréaficas, fol wveri-
ficade gque o pign correspondente & Fe-dextrana esta esntre agueles
praviamente encontrados pars dexirana de PM oS ?5Qﬁ§ = AC000.  No
entanto, como o ferro € absorvido na coluna, este fato n¥%o  pods

ser utilizado pars determinacBo de peso moleculiar. Ds enseios  ds



wltracentrifogacio mostraram grande proporeiSo de dewtrans nBo come
plexada {(42.2%1. & rar8o entre ferro e dextrana numa Emlugﬁa imen—
ta de dextrane liveres corresponde a 2.4 partes de dexrtrane para uma
de farro, parecendo haver iigagﬁes.cruzadas ou associacio de solé-

rulas na formacio do complexo.

Fstudos com auxl lio de microsoopia eletrdndca real izados
por MARDSHALL & RUTHERFURD {1971} em preparagfes comsriisis ds fer—
ro-gestrans, desonstraram gue as mpléculas de Fe-dextrans conléws
ww ntclies elétron densg composto de 5-Fel0H, circundads por uma

ramadas slétron-transparente, copposis de dextrana.

Segundn 00OF et al. (1%71), FUIITA & TERATD (1948 suge-—
rirgm gue & absorglco da dewirana no Gxido de ferro goorveria atra-
vés o terminal redutor da unidade de glicose na cadelia de dextra-
na, LOYX et al. {1971} entretanto mostraras qQue SDERAKs  guando &
Hglitﬁae terainal ¢ converiida esn um derivads, como dcido metassas—
carinico oporre a complexagfo {(BREMMER =t al. {19693}, sugerindo
gue a unidade terminsl alterada se lige 2 superficie do compongnte

FeldOH, formando estrutura ssmelhante 4 representadas na Figura 146,

Figura 1&: Representagfo bidimensional sugeride por L0X =t al.

{1971) pars o complexwo de Fe-dextrans

&l



0 romplexo en soluBoe ¢ bastante estiavel, sob refrigera-

cE¥o ou A temperatura ambiente, nBp tendo sido detectada reduclo no

conteddn de ferro ou precipitacio (AN & THALLAG (19803},
4.2, UTILIZ&CAD

8 soluclo de Fe-doxtrana € a preparagdoc pareniteral de
soolha no tratamentno g profilaxias de anenmia carencial de animais

g humanos nns Fstados Unidos.

& ferre da molécula 8 ss torps dispmdvel an organisso
depois gue o complexo & fagocitado pelas oblulas reticuliosndote—

iiais, sendo entl¥o processado 2 liberado para o plasaa.

A aplicagfo intramuscular, cause reagdos  locais, in—
cluindo desconforto g descoloragio da pele no local da iniecdo, ©
gue limits o usc intrasuscelar, gue ¢ utilizedo apenas guando 2

infusko intravennsa & inacessivel {(BO0DMAR & GILMAN {19883 .

4,5, MERCAED

8 ferro—dextrana vem sendp utilizads nos Estados  Unidos
no tratamento profilstice da anemia Bm porcos, sendo o prodolto com
maior consumn a sclucEo a 10% de ferro, seguido da solugio 206, O
mvrcade total deste proguto veterinario vem sumenitandg a uma taxa
de aproximadamente 4% éu ang devido ao aumsnto no consums e Carng
de porco. O significativos sumentos na eficieéncia da produgio  de
ferro-dextrana tém possibilitaedo nos Gltimos anos & fTixeg¥o de

precos mais competitivos.




Mos Estados Unidos, estime-se um &ertada de 10 milihbltes
de ﬁéiare% para medicansentos destinados ao tratemsnto de anesis em
Fumanos, Cujse incidéncia ves aumentando nas  populagBes  sais  po-
bres. Os estudos para a gtilizagBo de foerro-dextrana pars uso  bu-—
mano vém sendo implessniados. 4 gue este produto pode  capturar
uma porgdo signivicative dests mercado. A Tabela 8§ trar o preco

uniitaric de :lgusas preparacies de ferro—dextrana.

Tabela O: Frego FIE das varias apresentacBes de ferro-dextrana,

fornecidas pela D & O Chesicals, Ingc. (New Jersey — US4}

Spresentacio Frego Unitario
(S /g o 1)
solucio 538 Fe {grau humanm}{a} 21,73
snlucio 107 Fe {(grau veterin&rio) BTFH
salucko ZO0% Fe (grau veterinario} 22,83
pdés para soluclo .‘Li}:‘:{b; 44.83
ne para sclucio 204 29,00

oy 3 loite minien de fornecimento des solugfes £ 200 1

oy o lote mipnismo de forpecimento dos sdliidos & 20 kg

iz dados referenites z mercade interns s3c bastante es—
rassns, nEg havendn referéncias a pradutores nacionais de ferro-
dextrana. A solug8o de ferro-dextrana para uso veterinaric ¢  co-
mercializadsa por algumas sepresas nacionais, com diferpntes deno—

minacstes, cong apresentado na Tabels 2.

o
i



Tabela 9: Fornecedores de preparaces de Fe-dextrana

e Brasil

Farmagricola

Fartec

Empresa Empresa
Tortugs Ferrodex
Terson Gleptosil
Salisburey Dexsal

Dexitrancl

Roferiton

ta Tabesla 10 constam alguns produtores mundisis de

ro-fdextrana.

Tabels 10: Principaeis produtores mundisis de Fe-dextrana

Polidex Pharmaceuticals

Progutor Fals
Dextran Products, Lbd. Canads
Polafarma 5.6, Menico
Lederlie Lid. JapdEo
Biotao A58 Binamarca
Sovieta Prodottl Antibio

tici Sph Italia

Femtados Unidos

FTae~



H, MATERIAL E METODOE

i. HMICRORGANTEMOD

Maz fermentac@es realizadas Tol utilizado {feuconostoc
mesenteraides MRRL B-SL12 F, gue segundo trabalhos publicados ate o
momento, apresents msior produtivideds, sendo ests linhages  asada

en praticamente tods producBo industrial.

£ microrganisme fol obtido atraves de convénic onm o
institut National des Scipnces Appliqués de Toulouse ~ Franga,; na
forme linfilizada. Az cultwras estogue foram preparadas pela  sus-
pensiic do liofTilizado em scluglo salina (cloreito de sbdio a O,%%]
& sota inoculadas em omeln padrio, mantido esm shaker por 14 haras &
2570, A partir dessa fermentagfo, foram feitas mais duas  repica-

gens, sendo obtido na segunds us voluse de 200 ml.

0 caldo foi entlo fermentadn a 25°C e an final de &  ho-
ras, foras retiradas as asligquotas para congslasmento. sendo obser-—
vardas nests stapa, rigorosos critérips de esterilidade de todo me—
terial uvtilizaedo, a fim de evitar gualgquer tipo de contaminagio.
Aw aliguotas foi adicionada soluglo de glicerol 204, para obter
uma concentrac¥o final de 104, sendo ent3o as onlturas cong2ladas

= “15 C:

Constatou-ss smpiricamente pelas svalisgdo periddica  de
atividade enzimatica, gue as culturas estogue 8s boa viabllidade
pelo periodo séaxims de 1 sdes, guando nove reploagen em meio psdrio

se Tay Nnecsssiriz.



MEID DE CULTURA

e sals =8 adicionados a partir de

da seguints

)

Na preparacBo do meio de fermentagfoc,
a sararese 2 o extrato de levedura,

zaiucic A suficients para a obitengio das concentragles

Mein PadrZo

Bacarogss

crtrato
Fosfato
Suifato
Cloreto
Gulfato
Sulfato

Cloreto

Foraas s

SolucEo
Bulfato
Sulfato
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SoilucEo

Fostata
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200 gl

dissalvidnos

adicionando-se uma aliguota da

desejadazs.
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aﬁitiamédn assepticanmentes us volume detersinade da solugln B pre-
viamehte ssterilirada para adeguacio das concentragles dos  varios
pttrientes.,

A solugdo de fosfato deve s2r esterilizads separadamenie
para evitar precipitacio, constatada experismsntalmente guando ssie

81 & autoclavado em presenca dos dessis cosponentes do ssioc.

g CORDICDES DE CULTURA

A FPreparg do indoulo

Fara a preparacio do indculo, foram wtilizados erlen-
meyers de 500 mf contendo 190 of de melc padr3o, ans  guais toram
adicionados depols de esterilizagio {1217 por 15 minutos) & 2 rese
friamento, 10 mf de cultura estogus. O meios  assim inooulados,
foram incubados a 250 por 14-14 horas es “shaker” com rotagiSo de

154 rpm.

by Fermentagio

Foram utilizados fermentadores Bicofio 111 da Mew
Brunswick Scientific Co., Inc. cowm capacidade de § litros, contsn-
do inpicialmente 2,5 litros de melo de cultura. dMas  fersentages
com controle de pH, este foi mantido em &6,7%10,.2 pela adigd3o de so-
luc¥e de HalH 3N ou seolucfo sloalina de sacarose (Malld ZM, zacaro-
=2 A40%I, atravées do controle automdtico de pH do fermesnlador, sen-
do bombeadas de wum frasco erlenmeyer eguipsdo com respire com Til-—

tra gsterilizante Millex FE30 da Millipore (o,

&7



As soluches utilizasdas nas fermentacles tais como ssio

i

nutriente, HalH 3ZN s/oun solucBo alcaling de sacarose & fosfato di-

basico de potassico foras ssterilizaedos spparadamentes a 121%¢c fuduia

15 minutos,

0 indoulo de 5% utilizado foil preparado coms descriio no

rttem anterior.
o~ . O
Az fermentagfes Toram mantidas a 250 por 78 horas.

g COMDIQDES DE POLIMERIZACRO

ai Ubtengio do concentrado enzimdtico

8 caldo fersentado obtido teve sy pH acertedo pars
BL.220,2 rom Acideo fosférico e o segulr centrifugedos a 12,000 g a

47 pryyr S0 mingtos, ep centrifuges sodelo RO-30 da  Sorvalls RErs

]

separacio das cdlulas bacierisnas. O concentrads enzismdtico livre
das rdluias foil sntdo congelado om frascoos fechados contendos 450

mé de caldo =20 média.

B Ohtenclo de dextrana

Az polimerizactfies foram realizadses em belBes de btrés bhoe
cas de 250 o, contendo entre 180 & 200 md de volume rescional. O
Dalfes de reagBo wtilizados foram eguipados com agitagio mmcanica
g teradmstro,. imersos es banbo terscstestizado para manutsngio da

temperatura {(Figuras 171.

£
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Foram adicionados aons halBes, solucles de sacarose e
maltose sm diversas concentragtes, seguidas do concentrado snzimé—
tico descongelado, es volumes adequados para obtenciEo de atividasde
em torno de 30 UDS/md e de concentragfes iniciais determinadas dos

acGcares em estudo.

Fm ceds um dos ensaios Toram retiradas amostras es in—
tervalos remulares de tespo pars dosagem de agloar redutor.  tendo
como ingdicativo do Tinal de reaglo, pelo menos dolis valores ocons-—

tantes, ow ums tendéneias de seitabilizacio.

- - <
& temperatura da reasio fel mantida em 250,

g METODROE ANGLITICOS

58} Crescimento celular

O erescimento do smicrorganisse Toi detersinado espeoiro-
fotometricamante através de leitura de absorbbncia 2 450 nm, uti-
lizandn 4dgus destilada para galibracBo do aparelho. Para & avalia—
cBo da massas celular fol constridda uma curve padri3c relacionando

a absprbhancia com & nasss celular seca.

& curva padrio {(Figura 18} fol obtids atraves da detsr-
minacin de massa seca € absorb@ncia = 450 ne do cultive em meio
padric em frascos agitados. A& massa seca fol determinada pels cen—
trifugacBo do caldo fermenitado em tubos prévismente pesasdos, res-
sunpensio das odlulas em dgua destllads para elisineacin de possi-
veis residuce de dexirans, seguids de nove centrifugsclo. A massa

reluliar assim obtids fol ssca em estufs ate pegso constants & &

masss reiacionads a0 valor da absorbincia medids.



Absorbancia (880nm)
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Figurs 1f:
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Massa seca {(g/})

Durva de referdncia da absorbincia a8 &500 nm vErSsus mas—

sma mnecs para Llegconostoc mesenterpides NRRL B-312 F

i} Determinaclo de acdcares redutores — Méetodo NS

(MILLER {19391}

71 Feagente DMNSs

Misturars:
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Fste méitodo consiste na reaglio de 1 md da.ammatra Cone e
nientemente diluide com 1 md do reagpente actima descrito, SRCILER e
do-uwp 82 segulr a 100°0 por 5 minutos. Resfria-se imediatamente o
bhanhs de gelo o adiciona-se solug8n de tartarstio de sddio ¢ potis—
sig (11,23 gffi. D branco ¢ feito pela substituicio da amostra por

Adogua destilada,

£ rescio des DNE com aglcarss redulcres produs uma colo-
recio amarsgla, cuie intensidade € proporcional & concentragdo de
actcares regutores presentes na amosira. Ests correlsecdo fol obti-
fda através de uma curva padrio, onde solugSesz cos concentractes
ronhecidas de glicose foram  submetidos ao  teste, ferendo-se &
leitura o absorbancia a 540 nm em espectrofoidmetro modelo B 382
da Micronal. & cada preparacfo de novo reasgente, uma cuwrva  padrdo
e abhscrbincia versus concentracfo de aclcares redutores foi ela-

horada.

i Determinacio da Atividads enzimidtica (HEHRE (19353}

& determinacio de atividade enzimética fol feita em amos
tras iniciais de poliserizecEo e no acompanhamento das  fermenta—

cBes, Heste dltimo caso as amostras foram centrifugadas a 12.000 g

hA

peze A0 mineitos a 4°C 2 o pH do sobrenadante acertado para S5,2%0,7
com Acido oritofosidrico.

8 atividade foi detsrsinadas medindo-se 2 veloocidade ini-
rial de produclo de frutose, pele agdco da dextrana-sacarase sobre
a sacarcose em condigdes controladas.

Em um recipiente de videro encamissdo para manutengdo  da

e P . .-
temperatura em 30 0, & rom agitasgdo magneiica; foram adicionados:s



Spluclo de sacarose &000/ i nm e 2.0 ol
TampBo acetato {(pH 5,2 cvevwssrrenwoonn 0.5 md

Agua destiladis cerovscncsrsccancnvsen e B, md

Depois de convenieniesssnte hosogeneizada, foil adicionasda
4 soluclSo 1 sl de amostra, ocbitendo-se assis uma concentraglo final
de sacargse de 100 grid.

Durante 12 minutos foram retiradas sliguotas de 1o de
Z oem 3 minutos, sendo adicionsdo imsdistamente & cada uma, 1 md de
reagente DNS farendo a seguir o procedisento para dosages de  aga-

rares redutorez {({tem bi.

4 evoluclo da absorbancia ¢ plotsds e fungBo do tempo =
a inclinaclo da reta obtida, permite calouwlar 2 velocidsde de pro-
ducBo de frutose. Este procedimento grafico foi substituido  por

uma solucHEo anaiitica, tendo sido feits ums regressio linear.

Com eotes valores & 3 curva padrio do DHNS, Toi obitids =
atividade enzim&tice expresss sm UDE {upidade de dexirana-sacara-
m@}, gue equivale 2 gquantidsade de snzims necessaria a libheragdo de
I mg ﬁa Frutose em 1 hore & 3@065 oH 5,2 e concentracgic de subs—

trate de 104,

¢} DeterminagBo de Dextrana

Segundo RIMLER =t al. {1794}, a dextrana pode ser dosada
stravés dos residuos glicosidicos proveniesntes de sua hidrdlise
tﬂtalq havendo no sntanto peguene perdse do monossacariden nas oon-
dicBes hidroliticas.

& omassa reacional oprovenients da poelimerizegio contém,

além da dextrana, residucs de sacaross e peauents oligossacari deos



e grande guantidade de frutose, gue interferem na dosagem da  deux-
traﬁa; Foram feitas didlises para & eliminacio desses interferen-
tes gtilizando menbranas Spectra/for da Spectrum  Medical Intdos—
tries, Inc. com peso moleculsr de corite de &.000 3 B.000 & membra-
npas de celuloss benzocilads da Sigms Chemical Co. com pesss moleocu-—

1ar de corte en torno e 1,200

#liguotas de 4 md de amostra previamente pesada & conve-
nientemente diluidas, forasm submeiidas & didlise por us periodoe de

24 & 3& horas em aguas corrente.

Ma determinacio de dextrana propriasente dita, foram Usa
dos volumes de 1 a 8 af {dependendo da concentracfo da ampstera) deo
caldo prevismente dialisado & o volusme cosmpletado pars 3 & guando
necessario, adicionands a segoir 8 of de Acido sulfrico 8 N, P
pois de agitacloc vigoross a mistura fol zsubmetidse a aguscimento a2
10070 poyr 70 minutos, resfriando-se 3 seguir em banho de gelo. A
solugdo Acida foram adicionados 20 wf de solucfo de KNalH 2 N, o pH
foi acertado para 57 £ o volume completado para 20 wf. &4 2 misturas
neutratirzads fopi wiilizads na determinacdo de glicose Feits pelo

metodo da glicose-oxidasssperoxidase, sendo usado wm kit da

Labtest (RPIMLER et al. {(1934)}).

& concentragio de dextrana & entZo ohtida atraves da
cor—-relacfo:r

fdestranal = [glicose] £ odiluicio ¥ G,934

fator 0,534 resulta do fatbto de que teoricamente O,% g
de dextrana produzem 1,8 g de glicose, mas nas condicBes de

hidrd~lise apenas 2,962 g s8o obitidas (O, 970,942 = 0,934},
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81 Determinacio de glicose — MEtodo glicose-owidases pe—

roxidase {Labtest)

& determinacin de glicose foi feitas para a dosages de
dextrana, tendo sido usado méicdo snzimatico com glicose oxidass &
peroxidase, onde bé o desenvelvimento de cor vermelha, cuia inten-

zidade & proporoionsl a4 concentracio de glionses,

0 it & composto de uww “taspio de uso® 2 um Yreagente de

cor’®, cuia composicio & 3 seguanters

TampZc TOSTaEO suvssvracsavancnsnnnnas Wl molsd

TampEo EriS ceccrcccncnsccssvavavanasss U080 molsd {(phH-8)
1ir0se OXLAdass wewroarssnsnenarasvess = 9000 AL

ParoxidaSe sevvsssrrssrsrcrrrarsncasse 2 DUF LI/

GraminOAntIiPIring r-rssvecscsncnn=senvs g7 mmolld

FOMNOL ereserernnunacocancrssnusnssnensnns 2y7 mmolsd
conservantes, estabilizantes & ativadores.

1 "reagents de cor” & dissolvido em 230 af do "tampEo de

@ Loq . .
usc® & estocadn a2 5 L para utilizeg®o nas determinactas.

L

Fara & dosagem foram ysados 20 uf da smostra hidrplisae—
da, neptralizada e dilaida, ans guais foram adicionados 2 & do
*reagente de cor®. A mistura fol homogensizada com agitag¥o vigoro
sz £ mantida em hanho tersmostatizado a 770 por S0 minntos,. &0 in-—
tensidade da cor desenvolvida foi relacionada & 2 concentraclo e
glicose pels leitura da absorbincia em espectrofotdmetro a 500 nm,.
utilizando uma curva padr3o previasente sglaborada. £ feito us
branco utilizando soluclo composta de | ad de B0 8 Ny, 4 mf ds

Malidt 2 N 2 5 mi de dgus.



Fara cads ¥it wiilizado, Toi construida nova Curva  pa-

frEao.

¥} Cromatografia de permeag3o em gel (HPLODY (BRAGA. Z.

M.y CURRALERD, I.L.B.; ROCHA, A.lL. (1950} ;
Feto matodn foi otilizads pars determinseSo do paso sols
rular média dam tdeviranss obtidas nas diferenitss condicles de  an-

maim. bam coss de suas guanitidades relativas (KaT0 et al {1989 ).

1

A= amositras & serem injetadesz foram Lratadss para elimi-
nacio das proteinas 8 precipitagio da derirans. Foram pesadas apro
wimadamente 2 o de amosirs & adicionados 0,1 & de dcido perciori-
o concentrado & depois de agitag¥o vigorosa & anostra Toil centri-
fugads & 12000 g por 10 minutos. 8o sobrensdante foram adicionados
1% md de stannl 5% 2 depnis de agitads, & suspensiXoc ol mantida
em freezer por 50 minuios. As ancstras foram novasents rentrifugs—
das, o sobrensdantes descariade e o precipiltsds liofilizsdo para

posterior iniecio.

0 mistems de cromatopratis lguida wuiilirzado fol o s

guinte:

RBomba modelo Varian Z010
Detetor mpdelo Haters 410 — indice de refragio
Integrador modelc Varian 4270

Colunass Varian séris MiocroFack:
« ToED 2800 FREXL
« TEER 000 PEXEL
- THES S0O00 PHXL



Dismetro interno 7.8 om

Comprimento 300 mm

Earam utilizadas azs trés onlunas em sdrie, para todas as

anostras, usando 4dgus come sluente. Para as determinagBes, asn anos

Bk

tras foram dissolvidas em Agua destilada e diluidas ald concentra-

F T R

e variando de Q,7 & 7,0 AL.

Foram usados paderiBes de dextrana de pesos spoleculares

. 6 4 4 3 3 \ .
PuiQT, ArIOT, Zuid , 112107 . Fxi0 além de glioose, para & 2 obien-

ih

cEo de uma eguatlc relacionando os pesos scleculares sédios e o
tempos de retengBo {Ir) apresentados nos cromatogramas.

Log de PM
g

2 £ H ) ] } i 4 i I

20 22 24 26 28 30 32 34 36 88 40
Tempo de retencao {min)

Figura 19: Durva relacionasndo peso moleculsr (PP} dos  padriies @
tenpn de retengdo itx} nbiidos de injecles no sistems
de cromatogratis 1iguids

Doz tempos de retencio apressentados na Figura 20, ohte—-

ve-sz por regressEo linear a seguinte correlgior

77
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log FM = & + B ¥ IR . mpfde & = 11,32 ¢ B = —0.21

através oa gual o peso molecular médio gas dextranas presentes nas

ampztras pode ser estimado.

Depois de testads a eficiéncia das colunas disponiveis
(série MirroPack TBES 2500, I00G, 4000 g 5000 FRIL = SMEEEL Y  com
polistilenn glicol, foram inietadas solucBes dos padriies em  cada
ama das cplunas para avalizglo dos tempos de retencio &, 2 oonse—

gilentemente, da separagioc obtida.

Com a utilizacko de apenas uma coluna; as separagles nEo

=Fe muito eficientes, com tempos de retengio hastante proxisds Da—
' ~ S 2

ra o= extremos de peso sclecular (2w 19 8 2,4 = 1), Ha LM

melhora nas colunas com limite de exclusico malores, 7185 puais 1o

entanto, nSo =2 tem boa definicdo dos picos nos patdriies  de  peEnor

pesn molscular. A Tabela 11 retine oo valorss obhtidos de tempos de

-

retencio dos padr@ies nas diferentes Colunaz.

Tabela i1l: Tespos de retencgio {(minutos} dos diversos padrigs nas

diversas COolUnas

Fadroes Colunas (limite de excliusiol

Qemziana G 2SCOPWYL |6 SOCOPWAL |8 40COPWXL |6 SOOOPHXL| BMPUXL
(altonst| o L ose*y (1 oz 1073 €3 % 10%) [ x 109 [ w107
2.6 % 10° P 5,5 5,3 5,5 7 . 8
5,0 % 100 5,6 5,5 5,5/ 68 7,5 .0
1,6 » 187 8,7 .6 §,7/746 £, B4
4.0 w satl 5,7 byt b &/B FoASG, 2 8,9
9.4 »n 10° 5,8 7.5 £.8/F,5 | T.6/10,1 9,4




£ fim de melhorar & separacfo, forasm testadas 3 colunas
em série, sendo descartada a coluna § Z000PWEXL por seu limite de

exelusis ser muito semelhante ao da B 400D0PWEL . Os teotes O 8%

"

i

colunas 2500, 4000 & S0O00 PWXL e 2300, 4000 & GMPRXL, deram Gtimo

resultados com injeclEo de uma mistura de padr@ies de diferentos pe—

oz molmralares,. Embora os resultados fossen hactante semelihanies.

It}

fmi feits ume opcic pels primesira coambinacdo,; o8 funcio de ans de-
finic¥o ligeiramente superior para as dextranas e halko peso mo—

iscular & tempo de andlizse um poOUCo MAais curto.

Ficaram entio pstabelecides como extremps, parae efziio
de calculos & avaliacBes, o padrEoc de 2 0w 10° como mavimo e o pa—
dr¥oc de glicose como minimo. B imponritante perosher gus, para  dex—
tranas com pesc molecular superior &8 © R iifﬁ egstimativas de pEso
molocular addin e guantificagfes ndo devem sy feitas, puis nhe ha
precisio nessas sedidas, ja gue esss & 0 limite de exclusio da o-
luna B SOOOPWYEL. No casp das dextranas de baixngs peso molecular,
guantc menor {(proxiec ac tempn de retenglo da plicose) maior a
imprecisio. principalmente no Que %58 refore as calculo do peso oo
iprular madio, tendo em visitas que por uma limitagEo das cCcolunas
empragadas, monossacari deos, diszacaridens {sacarose, maliose) =2

pligossacari deos peEquUenns SAEm N0 HBESMO tempn de retengBo oo pa-

dric de glicoss, ou muite préximo a ele.

As demais condicBes de andlise como vazlio de sluaents,
programacio do integrador = do registrador  foram detsrsinadas
vimando uma melbor wvisualizaclo dos picos g, Do Laso da vazlo, um

compromissc entre agilidade na analise @ preservacio das colunas.

8



CJbMas primeiraa.injegﬁaa de ampstras des resgdes de  polis
marizégﬁm, percebeu-se interferéncia dos componentes do caldo fer-
mentado, surgindo picos ns regilo cromatografice correspondente as
devtranas de paso solecular intermedidrio, mostrando a necessidades
de oum tratamento prévio das amostras para eliminsgic dos interfs—

rentes.

Trdos os cosmponentes do caldo foram entfco inietados =m
concentraciBes préovimes aguelas realmente presentes no concentrado
enrimidtico, sendo constatado gue o exirato de levedura gra ¢ uanioo

& causar problemas,

Yarios testes foram feitos no sentido g purificar a
amostra, tais como passagem prévia em colunas de  Lroos 10NICA,
precipitagio das probeinas com hidroxideo de bario ou adcidos fosfo-
riro & perclérico. Dentre todas as tentativas, & gue logrou smsiho-
res resultados foi a precipiteclo das proteinas com acido percld—
rico concentrado, na concentracdo de 5% v/v, J& gus o plec & eles
correspondents teve um tempo de retengBoc  superior  ao  padrico  de
glicose injetado, ndo interferinde aa regific cromastografica de in-
teresse. Foi constatado no entanto, gque ainda havia pegquena absor—
cHo na regifin correspondents ao pxtrato de igvedurs, gus poderia
resultar em erros de guantificacio. A partir disso concluiv-se gue
a precipitacic das desxtranas depois da eliminsgdo das protel nas
sra indispensével, & para tanto, varios testes de precipitaglio de
misturas de padrBes com diferentes concentragfes de estanol  foram
feitps obtendo 954, de recuperacdo das dexntranas, com wubilizacBo

de 7,% mé de etanol 95% por of de amostra, mantendo a amosira por

g1



I minutos & ~4°0 antes da ﬁentﬁifugégﬁm para efstivacio da preci-
pitacio. Pepnis de centrifugadas as amastra foram liofilizadas e
pesardas,. 14 gus comn secagem e estufa houve altersgfo no crosmato-
grama nos teapos de retenglo correspondenites ds dexntranas de bsixo
peso solaculsr, provavelsmente devigo & hidrélise destas em presan-

¢a de residuos de scido perolidrico.

g Estimativa das guantidades relativas das dentranas de

P ohasisn, interpedisvrioco & alic

O procedimente descrito a segulr foi  desenvelivido  pars

gug g pudesse estimar as guantidades ¢e dexirans nas faizas o=

_ - . e - P & -
pesn molecular alto, (PM > 2 x 107}, intereediarico (£ » 10 < PM <
— - : I T3 - % 1 : ; 3
Zow 307 & obaiwg (PM Y 2 x 1071, A metodologie Tol empregads devi-

dey & impossibilidsde de utilizsc8o de ouiros metodos mais preci-

sos, nela falta de sguipasmentos adeguadns.

(= cromatogramas dos padries de varios pesos soleculares
2 das amostras foras sxatamente sobrepostos com  ajuda de  cdpias
rernx. Muma das cHpias tods regifo do cromaltograms gue  apresentou
piros relavanies da amostras fol recortads & pesada. Em putra das
céplas, foi tragads uma reta ne ponto médio {(drea médial oo pico
dos padrdes, gus foi gtilizads como corte para o pesoc solecular
médin equivalente. U cromatograms Tol entio recorisdo 2 & 0 cada
linba de corte tem-se para 2 esguerda dextranas de peso aoleculiar
supsrior adguela média & &4 direita inferior. As wvarias fragties do

=ma  Lotal do

1y

cromatograss foram pesadas 2 reliacionadas coim & @
cromatograma da smosira.
& Figura 21, € Gtil para a8 visuslizagio da meitodologia

empregads.

G
B
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Figure 2i: 0 cromastograma A corvesponds & amosbtra injetada; B cor-
= ey L] JE—
responde ap padrio de PR o= 2820 3 . ac padriapo de PH o=

4:10%: D an padrap de FM = 11x1¢° e E 2 glicose

£ =
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- RESULTADOS £ DIBCUSSOLES

i FERMENTACAD

flz sstudos relacionados & fermsntaclo restringiram—se &
obtenclc de altas concentrag@es de dextrana-sacarass. levando-sg
gm conts oubtras carascteristicas do caldo fermentadn cosmo  conogn—
tracin final de aglcoares redutorss e dexireans gue. oars syvibtsr in-
terferénocias na resciSeo de polimeriragdo, deves ser 3o baiwas Guan

tor possivel.

s grnsaeios an frascoos agitados phtilizando meio paderBo,
foram usados spenas na preparacio do indculo, sendo a produacio da

grnizima f2ita 20 fermenitsdores em batelads simples com & 0 sem Con-

trple de pH & 2m batelads slimsntada.

i.1. FERMENTACAD EM BATELADS

a} Fermentaclc sem controle de pH

Az Termentactes em fermentadores Toram feitas wusando
meio padrio nas condiofes da literastura. o ssia. oM inicial &7
&.%, tomperatura de Eﬁoﬁ, asracio de 0.0 v, inooulandog 58 de
mein incubado a 29°C por 14-1&6 horass. Os resultados tipicos  dests
fane estlo sxpostos na Figure 22, A curva de & DO em fungfoc do
temno, indicative do orescisento celular, mastrou ums Tase de  la-—
téncia desprezivel e uma Tase exponencial de orescimento de  apro-
zimadamente 5 horas. A proguclo de degtrana-sacarass ooorreus de

forma associada ac crescimento. como descoreve LOFEE {(197%9) . obten-—



do-se o maximn de produclo em torno da sexta bora de fermentacSo,
com 2% a 37 U0SSad, comscando sntEo & declinar. coincgidindo  com

valores haixos de pH, das ordes de 4.3, gue ccasionam perda das ati-
vidarde enzimdiica.
REBYT & WALBETH (1979} relataram em condioBes semelhan—

tes atividadezs da ordesm de 20 USD/ed, enguanto THICHIYA =2t al.

cown prociucio de FO-120 UDES

¥

(152 = JEANES {1943} aponitam snsalio

mi & S[0-T0 DS, respectivamentes.

No tempn correspondente ao miximo de atividads, dosagens
de acGcar redutor apresentaram valores de 2 8 3 gfd. & concentra—
CEo de dextransa ndc Tol sedidsa, no sntanto, no final ds  fermesnias-
¢Ba. o meio apresentava-se bastante viscoso e opalescente,  oarao-

teristicas sstas gue comprovem & alts concentracio de dextrana.

Bl Fersentag®o rom controle de pH

realizados por RKOEPSELL & TSUCHIYA

i

o partir de esthudo
(1982 & TSUCHIYA et al. (1952), fol constatado gue a produclo de
destrana-sacarase & maximizada com o contrels de pH 20 longo  da
formentacio, devendp ser mantido em toron de 46,7. Este tipe de

provesso vem sendo asplamsnie usadon, apresentsndo peguenas altera-

cHes com relacBo an agente aloslino wutilizado e sua woncentiragdo,

Nos snsaios realizedos Toram vitilizsdos meio padriEoc 8 as
mesmas condicBes citadez no item anterior. fazends o controcle ds
pH em &,7 pela adiclo de solugEo de Nablk ZN. Os resultados blgions

‘estBio exemplificados na Figura 25,



in Abg {650nm} ; pH Atividzde {UDS/mi); AR {g/D

—— iy Abe *
) .
81+ o 30
- Atividade
5 - 285
-3 AR i
4+ 20
34 - 18
24 T
1 - . B
OB o 2 &
4] 2 4 & g 10

Tempo (h)

Figura 22: VariacEco de parametros de fermentacic de {feuconoexfoc

. . . =]
mecenteroides em meio padrio a 25 C, sem controle de pH

hserva—-se gue as caracteristicas do crescimento celular
foram praticaments iguals dgquelas obtidas na Termentagdo sem  Con—
trole de pH, sendo a fase de  laténcois  praticamente despreci vel,
stingindo-se depois da fase exponencial de crescimenta praticamen-

e oo mesmos valores de densidade relular.

a4 produglo de dextrana-sacarase manteve seu comporitamens
te de associacBc ao crescissnto, sendo sloangado wum maximo de ati-
vidabde entre 7 = 8 horas de fermentagslfo, nde havendo neste Caso &
gueda brusca observada nos ensales sem controle de pH. Oz wvalores
maximns obtidos ficaram ao redor de 30-53 UDS/md, compatliveis oom

os dados da literatura onde, em copndigBes semelhantss, 8 2 MBEsSMa

8&



faixa de producfc foi obtida por KDEPSELL &  TSUCHIYA (1952 &

TEUCHIYA et al. (1982},

U valores de concentracio de aglrares redutores & dex—
trana Ticaram bem ahaixﬂ dos niveis enconirados anteriorments.  RNo
temoo correspondente 4 progucBo mddima, as andalises indicaram con—
centracies de aglcares redutores g dextrana, inferiores a 1 a/é,
valorez pstes hastante convenientes para & utilizacESo do calds nac
reactiss de polimerizacio, pois ficam minimirzadas as possibilidades
de sus interferéncizaz na sinitese enzisditica, atuando como  agento-

FEs.

in Abs _ Atividade (UDS/mi); AR {g/B} 5o
e R A b
—i-  Atividade -4 50
—H- AN
2 440
-+ 30
i 120
410
0 0
0 2 A 8 g 10

Tempo (h)

Figura 23: Varisclo de {n Abs, atividade enzimdiics, aglcarss L
dutores duranis fersentagdio de {eguconostoc pezenterci-

. . o
des e2m meic padrZo em batelads a 250 com pH controladn

eqn &H,7 pela adiclo de solugBo de NalOdH 3N

=87



1.2, FERMENTAGED £M BATELADS ALIMENTADA

tma putra alternativa para produgcio de dextrana-sacarase
em niveis mais =levados ¢ fazer, além do controle do pH durante a
fermentaclio, a alimentaglo de sacarpss para sanutenglo de uma con-
centracio otima, onde a produclo de enzime =els maximizada & & de

dexitrana minimicsads.

4 literstura cite varias fTormas de adigio O Sacarcse,
come alimentacioc  continua (MARTINES-ESPINDDLA & LOPEG-MUNGUIA
(19R%)) an longo de toda fermentaclo, durante fase exponencial  de
crescimento (FONSAON & LOPEZ (1981 a & b) 8 PRAT &t al. (1787},
alimentagio de guantidsdes crescentes de agloares (SABATIE et al.
{19841 ou ainda alimentaglo até a2 metade da Tase exponencial com
controle do pH, seguido de uma fase sem fontrole 2 sesm adiglfo, ate
o Final da fermsntacfo {(BUEIROZ & MAUBERT {(1789)3). Em todos estes
racns altas concentracfBes de encima foram obitidas.

MONGSAN & LOFEZ {(i981ia) relataram uma forsa de alimenis-
cEo de sacarose associada an controle de pH; fazendo adigEa de ao-
lucfo aicalina de sacarpse, sendo assim a demanda de sagaroseg as—

spncigds ap orescimento e & queds do pH mails edeguadamente suprida.

Nps trabalhos realizados, as condigePes utilirzadas foram
as mesmas usadas por MONSAN & LOPEI (198la), ou s2ja, meio  padrio
com reducio da concentrag¥o inicial de sacarcse para 20 gff e adi-
cE¥e de soluglc alcalina de sacarose (MNalH 3M e sscaross  A0C g/
acionads neio sistema controlacdor de pH.

Hiravées da figura 24 pode-se perceber gus en  teraos de

rrescimento celular g produelo,. houve o mesms coesportamesnto ante-

3
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rioraents ngervada; tendo sido astingidos valores mais altos em
termmg de conrentracis celular, com £,7-3,0 g de celulas sscas/d,
sguivalents a um aumento de guase 30 no orescisento.  uanto &
atividade enzimdtica, houve um aumento de guase 3 vezes an relagdo
3 hatelads simples, sendo obtidos valores da ogrdem de 150 DS sd,
com adicln de aprovisadamente 200 g de sacsrose durants a  Tereen-

tacio.

Apenar da elevads atividade no caldo, &85 concentragdes
de agtcares refdutores (17 gl e dextrana (8 gl inviabilizam sus
utilirzacio nos estudos pretendidos, pois uma redugio no peso pnlie-
moleruliar das dextranas obtidas poderia ser devido 4 0 presghncs e

frutose 2 dextrana atuando como aceptores.

as caracteristicas dos concentrados enzimdticos obtidos
{Tabela 17}, opitou-se pelo processo de produgEo de dextrana-saca-
rase s Datelada sisplez com contraole de pH.

Tabelz 17: Caracteristicas do caldo fermentado no fempo correspons

dente ao méximo de producBo, nos diferentes processos

testados
Atividade|{acdcar redutorii{Dexrtranal
Processo (UDS/mé) (g7e) (9/e)
Bateliads S0k = -
Batelada o/controle de gH S0 1 <3
EBatelada alimentada 150 i7 b}




in Abs “ - Atividade {UDS/mI) ; AR (g/1)
3 160

= in Abg
et Btividade
- AP

140

{120

4100
{80

180

40

20

*

: 0

Tempo (h)

Figura 24: Variac8o de In Abs,. atividade enzimdtica. agUucares =
dutores durante fermentagfco de fsuconostoc wesenterci-

. o .
dex em meic contendp 20 g/f de sacarose a 2050 com ali-

mentac¥o de soluglo rontendo sscarose 600 gféd 2 MalH 3N

2. REACAD ENZIMATICA

Na intencio de sbisr dexiranas de haiwg peso molecular

(7.800-7.500) para produclc de ferro—dextrans, sem necessidsde da

stapa hidrolitics para reduclo do peso molecular do biopolisero

mbxtido nas condicBes usuals de processo (ALBOF {19833}, RIOMFFE i
sl. {19541 g TIEF et al (1954} ), fToram feiltos estudos usando va-

o

varias concentracies de sacarose e maliose para avaliagio das

racteri{ sticas dos polissacaridecs forsados.



Moz testes realizados foi witilizedo o concentrads enzi—
métiéﬂ brito, sem gualguer etaps de purificac®o, & nio ser & 2 =li-
minacio das celulas bacterianas g acerto do pH para 5,2, otimo pa-
ra atuaclo de dexitrans-sacarsss. Lo snsaios preliminarss, peros-
beu-s2 gque o pH pEo sofre slisragBo significativa durants =

rescic, nEo haevendo peEcessidade da utilizedBo de  soluckn

s
1
]
Tl
o
8]

gmbora o uso g8 ftampdo citrasto (MONSOSHN & LOPEZ {1781) =

a8l
)
i
s
3]
P
£y

{BREATHELL ot al. {1%&62})}) tenham =z=ido relatados s trabslhos oo ese

tudo de reacBo enrimdtica.

A partir de dados da literstura consultiade, a ftempersty-
re de 2530 fol zstabeiecide para a conducls doe ensalos por confe-
rir pos sstabilidads & enrima & veloocidads de reacic adegusda as

avaliaches pretendidas.

A atividade snzimidtica utilizsada (30UDS/wl} To: determi-
nada stravées de enslios preliminsres, onds 3z altividedess de 20, 30
g 40 UDS/md Toram itestadas nas condigdes estabelecidaes de tempera-—

tura, pH. e concentragio inicial de sacarose, de 190 gdfl.

Com a utilizscSo de 20 UDE md percebsu-se gus para It a i
rentracBbas slevadas de macaross (200 & 500 gfly, a reaclio seria
muito demorada, dificultandos a2 amostrages e favorecendo contamins—

c@ss gue poderism interferir ne avaliasgBo dos resuliados,

Por outro lado, o emprego de stividads de 40 UHDE fmd acar
retaria rescBes prxtremamentes réapidas, principalmente pare concen—
tracBes inicials de sacarose bsixas (50 g 100 of/f), prejudicando a

avaliacio dog resuliados no inlcio da sintess.



Z.1. ABPECTOE CINETICOSR

Durante az resxefes, na presengs ol 030 de maltose foram
retiradss ascstras an intervalos regulares de tempo mais ou menos

snpacados,. de acordo com a8 velocidade de formagc8o de  frutose oo

)

meic, pars dosagem das concentragBes ds agdcarss  redutores pelo
mtodo de DND, além ds avaliagio da evolugio do pesoc molecular  ac

longo da sintese.

lecular, alagumas consideragBes guanto ao comportamento cingticn da

vem ser desprezedas {embore os valores numdricos ndEo tenham 8 pre—
risln dessiadal.pois d¥o boes  indicBesdsatuscic da dewitrans—

SRR R%8 .

E interessants notar & infliudnocis do sumenitoc das concen—
tragBes inicisis de sacarose e malitome, nas welocidades iniciais
e reaclo, calculades pare o inilcio do processo, quando & 0 conoen-—
traciEn de frutose no selio ndo deve altersr significativamsntie o

andamento da reacfo, o guse e discubird a seoguir.

211 Infludneoisa das concentragdo de sacarose

Uhserva—-se nos gxperimentos gue o sussnto ds concentras—
cHo inicial de sacarose de 530 pare 20D g/ dintlue na evolugdoc  de
acGoares redutores gue se constituem fundamentalsente de  frutocse,
como mostra o grafico de Figuras 250 Como esperads,. & 0 formagio  de

frutose se torne cadas vez mals lenta, 4 que aldém da inibig¥Es por



substrato relatads 3 partir de 70 ofd por HEHRE (1981, 8 asumento

7i]

da concentrasis de frutoses tende 3 diminuir a welooidade da re

eBo, cons conststado por KOEPSELL ot 1. (19377 .

& Tabela 13, contédm oo dados obtidos de dosagem de  agu—

car redutor pelo sadtodo DNE ap longo do tespo, nas waérisas  concen-
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traclBes iniciais e sacarose estudadas. Estes

Tabela 13:; Evolunin de aglceres redutorss (AR} an longo do tempo

para variazs conceniracfes anicialis OB BRCSIDSD

F8od
{gsly
tempo (hit O 2, 1,400 1,5 2.0 2.B ZD
54
o { at:} My = e S TR TR SRR OTE
{{}ng g R 3..::.563 1?.—;1 [y gy .‘.'-.a::.g,é:‘ Lol g L g
tempo {(hi] © e 1.2 1.8 22 T.E I, 7
3R .
- S 3 12 4 BB A O ] ~ry o
Gfg} .4‘_:4 = -t..\.ls.... i g ...J.qc? v..'.‘*;l ﬁ"'}xs’.«‘
tempn (Bl O 1.0 2,0 I,.0 4,0 PR R W Feti 8.0
g4l
< EaRd o e e = o
(aei) 1,7 3.2 20,6 37,0 48,7 H8&6% Vi.,¥ TR0 TL.T
tempn (hi O Q,F0 1,750 278 Z,.78 #,79% &£,23 7,0 B.27 9.23
SO
LArd T O 72 5,35 5C T0,E 79 4 99,3
(Qrid 1.9 F.0 16,7 Z4.1 0 B3 BO.E& TO,0 7RO 844 935
teano (il O 1.9 2.8 8.4 2,0 FL3 F,5 31,8 12,5
00
AUC ramn] - . . -
PN 1.4 F.9 1é,1 FE .5 A8 45 TERE BRLIOLRS.3 14805
igse! i
fmmpn {h)] D 2.0 8.0 &0 2,0 10,0 12,50 22,8 24.5
B3y FART
L = i " T
igff' Pad F0,E A1 .6 1,0 123,79 18E.0 1BE I 210,46 207 ¥
A3 S A

ol
e



Eomo citado anteriorsente, fToram oslouladas velocidsdes
niciars, ciilirando tempos gue correspondsm 4 concentragPes de
AR t8a beivaes guanio pomsivel. Os cdliculos foram feitos por re-
gressfo linesr, obtendo pars oS pontos utilizadoz bons valorss  de

copficients de correlacido.

fitraves de analise dos  dadeos plotados nae Figurs B4
pode—=se confirmar & inibigdo nor subsiraic =4 ftorngo da onoentera—
cBn de 100 gff, como previsto pels literatura, havendoc a partir
dezts ponto ume ousids sprupis ns valocidede sté 00 gAl, guando um

igda

1

desoréscinn menor £ obzervado. Um novo =alto oo valore da velo

3|

de oomrre entre 400 e 30O gff nBSo sendo encontrado na literaturs
nenhuma refaréneia a esse respeiio,. 34 gue na maioris dos estudos

aooross utilizadass nEo

it

cingdticns encontrados as concentracdes de

viltrapssaam 350 gfl.

G4



AR {g/1}

- G = 100 g/l
—~t= § = 200 g/l
~F § = 300 g/l
—E- 8§ = 800 g/i

! i { i

O 2 4 6 8 10 12 14 1 18 20 22 24 26
Tempo (h)

-
L

Figurs 25 EvolucEo de frutose so leongo da sintsse enzimdtics com

il
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concentracBes inicigis de saoczrosg TG0 =

SO0 g/l 2 2570
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2,12, dInfludnois da concentragio de maltose

A sxemplo dos testes feitos apsnas Ccom 0 uso de Sacraeoe
e, 05 sesncs estudos foram realizados pare concentragtes de 9,5

1.0 & 2% de maliose en relaclo & concentracSes de  sacarose de

100, 200 g 300 gid, mantends assim pars  cada valor e SRLATCSE
trén razbes fmalteselfisacerosse} fivas & iousis & 0 D,005, 0.01 e
0,02, Esses valores Toram sglecionados a partic de Iiterstura con-

zultads, destacando-se um trabalho de FRAL =2t al. {1985}, gus  de—
Tine um comporissento linsar do peso molecular de dexiransa foroas-

da, com & raziico [sacaroseilimalitosel dada pelae equagEo:

PPt = 380 (1 + Q. 4BIBI/IHMI

grtde PR = peso solecylar médic de dextrana
2t = conceniracio de sacsrose

Ml = concentraclo de galtose

Coms descrito sm trabalhos anterioress, fol verificado o
aumento na velocidade inicisl de resaglo com o wuso de meliose como

aceptor, & com o sumento de R {(razfc [MIFIBI}.

fAn Tabeslas 14, 15 e 14 mostram os dados obtidos nas snd-
lises de acOcar redubtcer com o avango da reagin, Fode-sg peroebhsr o
aumento da velocidade inicial com o aumento de R para cada So. Do

mo anteriorments, calovlou-se por regressZo limesr 8% velocidades

3l

inigiais, cuios valores estd@o representados na Figura 27 se fungdo
de So g diferentes valores de F testados, sends inclul dos aguil os

gados obtidos sen a gtiliraglo de malitnse {H=0). Doz perfis apre—

2?7



Tabela 14: Concentragio

para reactes

tongo do

tempo

100 gfd em varios valores de K

R=f{MIsL8]3 IS0 = 100 gfé
tempe (hi 0 4.5 1,0 1,3 Z.0 3,0 4.0
5,00 R
P LAR] g - - . e
e B0 13,9 23,9 26,4 F8,7 43,0 #8285
{%?-"E,f : 3 #
tempn (BY] O O,3 0.7 1,0 1,3 1.7 2.0 2.7 F.0
hoirt
%ifik 4.7 160.7 14,7 21,4 25,1 30,5 34,T I7_4 T4,.S
L4 i ) ) )
tempn (Ri] O 0,35 0,7 1,0 1,3 1,7 2,0 2.8 3.2
I T
’ LAR: A r s ot o mm @ ome e w4 Ao 7 Ao
Caszy 45T 1044 16,7 21,5 25,8 29,6 T8,1 42,7 42,4
Tabela 15: Conceotrascio de acdcares redutores para [Bed = 2040 oif

sm varios valores de B
IR R VER S {801 = 200 gid
tempo {hif © 10 2,0 Z0 4.40 B0 &,0 TF.0
0,02 FART
%g?f} 4,0 2157_49yJ BELSD H1,3 &Y,0 &F,0 2,1
tempon (Rl O .8 1,0 1,5 2.0 2,0 4,06 G,0 &,0 F,.5
G.al EaRi s g & o e N
{gj‘(fi 352 g?yns 1@55 4..4251 ....J.Agb 41_35:3' Sﬁgq 6{35@' ?Eﬁgu évgi?
tempn (hii O DO,0 1.5 Z.,0 3,0 4,0 5,0 &, 7.5
0 OO0 FaR1
gg}g} 2.0 F 7 18,0 20,1 36,8 84,7 D7B 63,7 65,2
78



Tabela 1é4: Concentracfo de ‘agcares redutores parg [HBe] = B0

om wirios vaelores de R

Re{HirLa] FGn] = 3040 gl
tempn {(hy| O 1,06 2,0 F,0 4,0 5,0 A0 F,.0 €0 9,5
0,00
? LART - o - S o - e e m oG T i
g§j£‘5 -_:*5{'} f&x_"-.}g; 24 .5 ‘.:-i.}sﬁ 42 54;5 el g 7 G2.0 8E,F 7R.E
kS Fi
Yempn by O 1.0 2.0 F,o 4.0 DO A0 . B, R
O .-
s REL Eard - 11,0 20,7 I2.9 41 N I e R
{Q:‘fﬁ’r} g B2 PR ‘3--}§*"" SN ;E‘_{ . ;3—“;?_& £l g L3 I -*L"f;‘ér
tempn (hii O 1,00 2,9 30 4,0 3.0 5.0 7.5 B 7,0
DEIES 16 i
) ) [AR i % BT o s a
(a/E3 ZL.0 13,9 1.4 31,7 40,8 BOE L5353 FH,E YU g8h,8

sentados & nitido o sfeito da meliose no sumento da veloos
reacic em todas as concentragBes de maltose, ssndo tant
guanic maior a conceniragBo de maltose usada. & atusgio da
na epsrente diminuicdo do efeito da inibigHo peln substes
evidenriada na curva correspondente a B o= 0,02, onde s0
partiy de 200 gff comega 2 surgir a inibicEn, difTesrente
arontece na ausdnoia de maltose (R = O} guando o efelio ain
surge 4 cos 100 g/f. Apsrentemente, © nesSMo aconters em
de B malis baiweos, (.01 & 0,005, onde ha inibiglo a partir
n/d de SECArOnE.

N aumento na velocidade de reagfio e conseglenten
velocidade méxima de resgRo {vmaxi eutd de aoordo com 08
anteripres, realizados por PAUL et al. {19345, onde o aumne
valores de {vmaxz 2 {(km) para a dexirana -satarase am Conoe
rresrentes de maltose, € verificado experimenitalsente. bBEst

tos podem ser explicados de acordo com O mecanisnn de s¢3E0

dade de
g malor
maliose
tey fica
mentsE &
do oLie
ibithrio
valores

rie= 100

erite  da

esatisda

i

113

nto oo

f

niracdes
s =tfei-
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tranae—-sacarase apresentedo por EBERT & SUHENK (19868}, segundoe o
gual & transferéncia da cadeisz em areaéim&»ﬂtm para o residus gli-
rosidico € a etapa limitante do processo pelo ispedimento estericoo
apresentado pela moléculs de dextrana de alto peso moleculsr. =
presanca e malisse, o residucs glicosidicon & rapidamentes capiurado

pelo aceptor antes da sua ligagBo & cadels, eliminandn sssa staps

H

H

limitante. O desprendimento dos oligossacarideos do 81 T1o aiivo d
enzims & & mudancs no destine dos residuos glicosidicos acelers =
reacin & requer malor conceniragio de substrato para atinir & =sa-

turacZo ds BNTImME.

STRIMBER & TSUCHIYA (1958} wutilizando o-metil glicosi-

deo, também considerado um Yacceptor” mastante sficiente, consta-
taram rambéem o aumento tanto =m (v - I como oswn {kEmi.  embors Ao
M

£3n arsntuado ousanio no caso da maltose.

100



Velocidade inicial {g/l.min}

* R=0
Lir
+ R =002
¥ R = 0.01
3 Rr=0008
G i i i i i)
O 100 200 300 40G0 500 800

Sacarose inicial (g/l)

Figura 27: Velocidade inicial (v } versus concenirago inicial de
i B

fi

de B, 5 283 C =« 3o
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NS mil
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2.2 ODETENCED DE DEXTRANAS DL BAIXO PERD MO ECLE AR

Meste item serdo apresentados resultados de composig3o
da massa reacional em termos de peso molecular de dextrana, duran-—
te a sintese & uma avaliscio guali e guantitativae do polissacari-—-

deo chiido np final do processo, nas diversazs condicfes testadas.

flém de sua eficidncisa como ascepltore. 2 malitose foi g5
colhida em fungBo do namero de informagBes disponivels na liters-
turs & de pecsguisas mercadologicas realizadas {CURRALERD et al.
{1991, ous indicam sus facil aguisigdo no meroado interno,. fendo
ainda sido detectado um produto em fase de producfo experimental

pels RefinacSes de Milho Brasil, denominado HME  {High HMaltose

I}

irup? com alta concentraclo de saltose cosm preco bastante scessi-

&

wel, cuja sficidncia poderis ser estudada.

Z.2.%. FeagBes com uso suclusivo de sacarose

Mz descriclo dos resultsdos 8 seguir, as dextranas obii-
das serZo classificadas guanto ao pesce molecular, por comparacio
do tempo de retenclo das amostras com os dos  padrBes inietados,
ssnds divididas em trés faixasy

« Feasg solecular alto: destranas com peso molerular  su—

Y ‘“'J;-*}'rﬁ
perior a 2 x ¢ .
« Peao molecular intermediirio: dextranas com peso sole—
- = + &
cular entre 2 ox 19 e 4 0w 10,

+ Pean molecular baixo: dextranss com peso moleculsr in—
- 4

ferior & 4 x 10 atdé aqueles correspondente ao do  pa-

drEa de glicose, &m cujo tempo de reifenciBo sapm Sem

separacla pequenos gligossaceridens.



a. Wariagcl3o de peso molecular aoc longo da reagio

Has regedes con concentrag3do mals baixa de sacarose {50
g 100 g/, nSo hd aliteraglo significativa da distribuiclo de peso
molecular as longo da sintese comy previsto  por BERABWELL &

STERN {1959 sm seus estuodos oom enszima bhruta. En ambos o5 casos,

na primeirs asostra retirvada depois de 30 minuitos de sintese, ob-
spryg-sE N0 oromstograma um Gnico piceo bem definido, com fempo de
retencio inferior ao do padeSo de 2 o= 1$d$ sinalizands pars 3 foe-
macfo de dexitranas de peso molecular supericr a este. Fara tempos
de retencio maiores niEo sxistem picos definidos (a8 nEo ser aquele
correspondents & glicosel, aparecends s toda faixa wuma grande
dispersio, o gue demonstra gue nio houve forsagfo considerdvel de

deviranas com um peso soleoular sdédio especifico. Ests mesmo com—

1435



‘portamento se manteve aid o Tinal da tomada de dados.

A Tabela 17 traz as cuantidades das desitranas de peso
molecular alto, intermedidrio o baisxp em relagBo s dextranas  fo—

tais,., durante a reagio.

O gromstograms da Figurs Q8 flusira s distribuigio ds

IS

pescs molecelares obitids ns concentracio de 100 gid.

Tabela 17: FroporgiEo das espécies moleculares ao longos da  reagBo

pars [Sel = B0 e 100 g/f

F801 = 50 g/¢ [Go3 = 100 st
Teepoih) lon aree|T0 IPERTlen paivalFr altte] TR e Baie
£ madibfrio 2y c% mwuifflﬂ %)
(5 €43
GL S 713 17 13 &% 14 18
1,0 &2 2 15 &9 21 10
1.5 =¥ 21 1% FE 15 1=
2.0 &4 29 11 75 21 7
N & &7 23 10 %] 1% 1&s
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Com o aussnto de concentracdo pars 200 g/ comn verifica
e Eﬂferiwfm&ﬁte (ALEOF (19833, BRASKHELL & BTERN {19539 s THUTHIYR
gt al. {19551}, & distriboicien bimodal de peEso atlerulsar  comeEgs &
apmarecer, ou SEis, algém do pico correspondente 2 dextrana  de aito

pesc molecular, we cutro com malor tempo de relengdo aparece, mos-

trande gus as dextransz Torsadas se polarizam 2o dols  peEsSOS moie—
rulares bes distintes. O surgimento ds dewxirans oom pese  solecular
de sprodimadaments 4.000 daltons n¥o ooorrs logo no inioao dn proe
cessn. Mo final de primeirs horas de reagfo existes smsencialsents

devtranas de alic peso molecular como pode ser constatado ne Figurs

27, muando s concentragio de Trutoss fno meLlo rescions

hora o 2 piloo correspoandent

I
fir

if

it

dextrana de bhaixp pesc comEgas 2 se gelinear, guando a Teato

i
i

=Y
ge aproximadaments 2¥. Este wvalor £ inferior agueie citade por
FROSWELL & STERM {(195%) gue estabelsceram o valor de 3% para o aini-
cin dp aparsrimento do comportamsntc bimodal, amsim  como TSUOHYIA

=t al. (1985). 1 gr explirado pelas diferentes metodolo—

1]

to pogde

i

piaes analiiticas empregadas para o estabeslecimnento destes valores.

1

ERASWELL & STERN utilizaram 2 viccosidade intrinssca & TBUDHYIA =&
precipitacin com stannl para deteogio do surgimento da desirana ds
naivo peso, méiodos estes bem senos sensliveis gque 3 pRrmeagso BN
gel por HFLD, wtilizads neste trabalho.

fmsim, a concentraglo da dextranas de baixo peso vak o aSu-
mentando ao longo do temps, toranando-se ne entanto mais dispEraa

fFiguras 30 2 El).

[
P
fir



ComposicBo relativae da massas reaciosal so longo do teme

fabelas 18:
oo para [Se] = 200 il
P oAlto M Intermed: i B R
Tempo  (h} : F ¥ " 1Aric I ?mlya
A {5} {4}
s T el £
et 52 = 20
R s el w1
&, U BF & i
5L 0 4 14 4
F gy id x5 Z 52
8.0 4% i5 LTy
Mg fTaiva intermsdisria praticamenie ndg houove wvarisgdo
ra relacio desta com as desais, parecende ter  bhevido om 1igEivo
drrrdscimn de 20 para 15% em relaclo an toisl, comd ilustra & 2 Te-

[y

o
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Para concentragio de 300 g/, o comportamento em rela-

oE0 & variacio ne pesc solecular foi bastants semslhante ao obitide

o

vt
<

para 200 gff, surgindo na primsira hora somente s dexiransg nativa
g a partir dal comegando 5 surcir az dextranas com peso moleculsr
também em torno de 4.000 dalions, sendo sparentesente menos  dis-

peErsa noote casc. Pode ser notado gue a sintesse ficow  ainds mais

Tabsla 17: ComposicEo relative de masse rescimnal ao longo do tes-

oo para [(Sel = 300 gid

Tempn {(h} Pﬂ{?ita e Int?zmediéria P {fiixa
v A= A =
1.0 &5 i 16
IR && 18 14
Ge¢ 48 17 Iz
S0 Lt ix AF
&0 el =3 17 55
7 g4t 25 i =
16,0 Z& 24 57

CAumentando ainda mais & concentragdo g SRCArGEER  Rara
400 & 500 gif {Tabelas 20 e 21) nenhuma mudanga significative €
notada em relaclo & distribuicio de peso aclecular. Apesar 0o peso
molecular médio da dextrana de baixo pess tambdm nBEo se  alisrar
firandn em torno de £.000 daltons, a dispersic parece diminuics  com
o sumentn da eoncentracio. apsrecsndo picos sats agudos 2 dg forma
gaussiana, mE1s proximos de um padrEo aonOOisSRerso.

Seguindgo 8 mesha te#déncia ghearvada até anoui o aumsnto
na proguclo das dexbtranas de baizo peso es relsgEs Az ontras val

se tornande mesior, obtendo-se no finsl ds reagdo {24 horas!  com

e
feat
Jank



BO0 g/ de sacarose, BOY das destranas tolsis presentes na massa

rescional coresspondendo dquelas de baixo PM.

Tabels 20r Cosposigldo relativa das massa reacional ao longo do tes—

po pars [Sel = 800 g/l

femps  (hi P f;tm N XnteTmﬁﬁi&rim B %aixg

€4} {3 >y
i.0 85 1z 1
4.0 1 1é& 83
.50 £1 = ohH
FeB 5 £ T
T, B 17 & 77
1.5 iz z 74
12,3 15 13 74

Tabela 21: Cosposiclo relativa da massa rescional ao longo do tem—

o opara [Scl = 5300 gid

PHoAlto M Intermediivio £ Baino
Tempa (B ¢%) (%) (%)
FL0 75 15 15
£ .50 LAL & 48
&0 =3 5 &
L, 2 4 T2
1G.G 17 T g
2T 5 10 7 g1
24,50 12 = 82

a8z figuras 32 = 33, ilustram o andamenito ds reagdo, com
praticamente apenas o piloo correspoodents & dexitrana nativa 0o

infcio (7 horss) 2 apenss o das dextranas menprss no Tinal (P4 ho-

o

P1E
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Felo gue foi éeac%ita anteriorsente fica evidencisdo
gus em baiwa concentracBes de sacarose (30 2 100 g/, guando &
frutose liberade ndc atings concentrac8o suficients pars =ua atus~
cin como aceptor, ndo ha aliteraclo na distribuigdo de peso molacu-
lar aoc longo da sintese. O sesmo nBo ooorre Quando 2 Sscarose ini-

rial & aumentads. Fars 8z conrentracBes meis altas ooorrs & Tormas

,..1

cEp da deuirans o2 baixo peso solecular {em torno de §.000 daltons

am todos ps casoas). oom oum ausmento meils acentusdo dessa FYopar

11

S5

w

concantractes mais altas

ift
3

& sararcss. Dhisve-se, desta Torms, 6z
concentracin de sacarose de 300 gdfd, BOY das dexiranas na faixs de

peso anlecular proximo & 4.000 daltons.

L, Eendimentos cbiidos

Arsim comn Da um deorédsciac soentuado na veloocidads de
reac¥o com o ausento na concentragBo inicial de sscaross, uma i
minuicEn de rendimento em relaglio as dexitranas totais  tasboem  foi

constatsda.

Ma tabels 22 s¥o spresentados os rendisentos pbiidos;
raloculados em relaclo & concentragBo tedricsa madxima de dextrans,

ada pela sxpressic {(PAUL et al. {198541):

[dextranal _ = {zmagarosel ¥ 0,474
teorica iniLoial



Tabsla 27: Concenitracies de dextrans g rendimentos obiidos

I - Temng

{Hacarpss} F FThextranal _ (Deuwtranal —
i trotal e ohitida Lear. (FHanod.
{gfd} reaciEo {osdy sl A

ihl

e AN P TELTF 8%
3 4§, 1.9 &7, 4 B
T D0 4.8 Fi
O RIS i 147 .8 e
SLN 13,5 118,05 189,68 &7
S Z&,.8 1RGO 2ET L0 i

Ffosa gueda no rendiments, sa termos de dextrans tomtal,
foi antericrmente verificeds por TSUCHYIA et al. (19332 & por
. sendoc justificads pelo sumentoc ns  concentragio de
frutnse no mein devido s slias concentragles de sagarose. O re—

=i duns de trutose atuaws cono aceptor deslocando resliducs glicosi-

jw&

dicos ligados a snzima Tormando lsucrose (KOEPSELL et al. {1902 &
RORYT & WALSETH (19781, que por sus ver ndo astus  cosd  acepior.

Dests forma, ocorre um desvio dos residucs gliloosidices psra &8

=i niese de leucrose, em detrimento da TormagBo de dextranz.

Olém da dinminuic¥o do rendimento es dextranas  totais,

ums diminuicio ainda mais drastica ccorre na forsagic das desira—
nas de alto peso molecular, como pode sy constatadn ns tabela

=7 mpets tabzla o resuliados para dexbrana de opssn osolecolsr ins
Fin sEo omitidos, (& gues sus proporgio pErmangce aprovima—

damente constante =m todas as concentragBes de sscaross testada

i

EJ

obtidas

UJ

girando em torng de 15-20% das dexiranas tnk



Zr Buantidades relativas de degstranas de alio peso molecu—

e Bl

Tar {6PM:. e baixe peso moleculsr (BPM! no produto Tinsl
tpne 100 g de subsirato)
{Bacarpse]}, . | g/d 18] 145 200 KAYTS A oA
fedputranal - o
Y SV 28,4 28,7 A 2,9 3. % b
iaaxﬁréﬁajﬁpﬁ DAY o 15,¢ 15,0 22,1 LI

poreio das dextranas de haizxe pesc, como descritoc oo item  ante~

rior.

fApessar ods alisa porgentages (BO0Y) de dextranas de  bDaixo
Eun molesular com pesn moleoculsyr sfdio de  £.000 daltons,
P # 3

£l

para ums concentracio de sacaross de SO0 gfid, o osn destas corrd i~

1

P

[

ches para produsico do polissacariden, visando 8 0 progugBo o
Bextrans Tica inviablilizado peio heino rendigpents global =2 0 pelo

teape de resgiEo gue stings sais de 24 horas.

2.2

2. Reactes comn sceptor

Coms 34 citadn anteriorments, o estudo da infludncia  da
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cMes de sacaross, de modo a se obiter trés valores de B pers  cadas
roncentracfo de sacarcss. Esita wariagdo Tol feiiae pars verifisagHo
da infiludncois da concentragdo de maltose ne distribuigio de peso

molecular 2 nos reocdimentos das reagbes, onde gla ¢ o Gnico scep—



tor atuante {(para bsixe concentracio de sagarose — 100 gffl pu na-

1

guslias ep gue 2 Trubtose stinge roncentracles suficisntemsnis sl
vadan para bambem atusr como um acreptor glicosidicon na forsmaclo de

destrandg.

Bi
o
]
"’%
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e
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il
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jrz]
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ot
i
il
EE
o
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133
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1
i
e
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i

- o, - w, & F¥ o " I el
+ Concentracioc de sagsrose 100 o5 e Bos D 00

FPara uma concentracBo inicial de sacarose de 100 g/d & R
= .07 ou ssia. concentracio de ssltoss igusl s 20 gie inicisl-
mente sxistes apenas dextranas de alio pesn molecular, surgindo &
meguir um pico bes definido, oorrespondents & dextyranas de  peEso

aolscular afdio Bm torno de 3.300 daltons. Lom a8 evoluglo da  reas

ar gue pods sy obsgrvsdo
ns figura 324, foi anteriprmsnts constatado por EOEPBELL et al.
£1952) & TSUCHYIA et al. {(1985) = tes sus explicscdo no  mecanissan
proposto por ROBYT & WALSETH {1978) para as rescles na presensa de
aceptores. A maltose presentes no meio tegr um atague nuclieotiiico
a0 residuc glicosidice ligado & enzima, formando um  trissacarideo
identificadc oMo pannse, gus guando atinge  determinsdas conoens
tracBes pessa tambéds &8 stuar como asceptor, Tormando assim um te-
trsmeacsrldes o assim por disnte. dando origem a ums saris de nli-

gossararideos bomdlogos com Qrau de polimerizasdio orescente.

[FEY
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ki1



& stuac3o da maltose nae redugd3o do peEsc moleculs

e

3]
iH
L3
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2 ode 1) off, & wverifi-
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cada {(Tabela 24 puando gs resuliados obtidos sEo comparados dogus-—
les onide apPhnes Sacaross estava inicialsenis presenis,. $bavendo

formacho guasse gue exclusive de dextranas de alto pesc soleculiar.

Entretanic. & guantidade de salinse ndo ol suficiente pars ob-
tecdo de um prodgoato hosopénen de balsg peso esciecular,
Tabels Z4: LComposicBEo e messs rearionsi ao Iongs do bemps perae
[Hed = L8 il &8 B =
PN M O Slto FHM  Interemsdiiaris P Baino
Tempo {5} e - ey
: (%% {53 {76
.0 = - 2.0
1.0 B 11 Tt
. o L= Fs
1.5 o3 7 i
oy Gtz & Eh
E i Xl
- A - Lt
& _0 Bd &

w3
e,
L)

i
i

t
;w‘
o
Fnt

« ConcentracBn de sacarose 100

Meste cams foli observado um conporiamento basisnts se-
melhante as casz=g anterior, oom foreasdo de deyiranaes de DRIND RERT

moiecular on toroo de 30500 g aumento para .00 dalions, sshora

nan Taiwas oo peso aoleculsr alto e intermediario onde uma grands
dispersio fol verificads, suwrgindo wume peguana  concentragdo ns

faingz de peso acigoular em torno de 30,000 daltons. O produitoc Fi-

-+
o
{3



s

predomi nin de dextranas de pesoc molecular altes & Llotermsdisdeio,

Ezte fato ¢ Justificado: pels concentragio de maltpse mais baius, o

i

gue propicia 8 Tormacdo de espicies oom pRsc molecular msis slisvs-
do gue no caso anterior. & tshels 205 apresenta & composigdo da

cional a0 longs do tempo.

i1
T

mAaRsE v

Tabela 2%: ComposiclBo ds massa rescional ac longo do tesps pars
{81 = e R i _d2i
- Fr Blio Pt Intermediirio FM Baiwno
teaps (R £% (%3
L £ 44 5,80
0,7 59 4& 50
3.6 E1 37 1Z2.4
2.0 45 28 X
R &3 2% =1

. Concentracio de sacaross 100 gff e Ro= 0,000

o de malitoss, s formagdo

O
i

Com e dgiminuiclo ne conceEnira
d= dextranas de baixo peso nEs fics evidenciada pelo surgiments dea
um pice bex definido, embora slas estsiam preseniss B PEOQUENS

guesntidade. Burge nesie Caso; UM pico bastants disperso nDa

Jomd
r
I3
e
if

intermedidris, com peso molecular médio em torng de EGLQOU da
comn ilustrado ne Figura 35. Mo final da reag®c foi obtido um pro-

cduts com Sdistribuic¥o de peseo moleculsr bastante  diversitioado,

il

com predominancia dez dextranss de peso molecular alio e interme-

disrig, mais ascentusdamenits nests Gitima



4 tabzla 24 mostre & evolocEs de peeo molecualss so lon-

oo de Tempn.

Tabela Z5: Composicln da mazss reacionel an longo do tesp Dars
1l ES

fGed = 100 off & B = 4,005

T hyy P oalto Fre Intermedidrio P RBaiwo
LG . F e 2 om sy
BERS A (%) (%)
i -

£, 28 G5 7 oaf

i oLL: i &5 o R

1.2 EF S5 BL0

Ry ¥ 19 5, G

T 25 &3 15,9

i carscteristicss principais das dexiranas  produzidss

mam concentractes agims descritas  s3g & grands heterogensidads
pusnto & distribuiclc de peso solecular, aumento do peso aolaculiar
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» Concentracico de sagsross 200 gfil s R o= 0,02

Mestas condicoBezs de ensalio, logo no inicio e sintese
(Z0 minutos) estio presentss no neic reacional denitranss  de gBs0
molocular alto 8 bhaixo (PP o= 25005 praticasents nas mgssas propor-

oBes. No decorrer do processo, MEoose diminuiciEe na poroentsges

das eapséciss na falus de peso solecular slio, com suments na ds
fomom by o Il lar Srommmsrmlorreis o o Ssumsnto - e g S e gentas
DRl HG peen M EOL i3l HODEDannanos O SUMEn Lo i [N WA BT ST

i
H

geviranas,. seu peso solecular tambés sumenia atinginds valoras

torpos de 9.000 daltons no final da reac¥o, com plons  gue VED

]
i

alargsnds demonsirando us aumentioc na dispersdo.
Kz Tazixa intermedidria,. esmbora consistado um  oresci-
mentn significativo na producSo, ndo se forms nenhum pioo detis

nido, havendo al usa grands dispersic de peso acl2cular.

Embora hsis nests caso mainr producino de dextranas  de
paiye peso molecular, guando COmMpEFadO COM O shsalio de mEsms Ccon
rentracio de sacarose sem saltoses, o produto finsl ohtido € sinds
sastante heterogénec guanto 2 distribuigic de pesn solsculsr, como
oode ser visto ne Tabele 27, Gparentemente. para oque  posss  hEaver

uma maior producfo das sspécies moleculares mengres, A necesside-

£
£l
il
o

s o maiores concentragtes de maltose {valor mais alt

[
k3
I



reacimmial ap longn 800 tempn 0 pars

Tempo  (h) B oAlto . Intersediario FH Haixe
e FAF d .
i {3} 143 {4}
0,5 44 10 A&
1,5 17 17 T
2Lt 1z o g9
s i i+ i
KA 18 25 =7
&0 1= Zi &ZE
s Concentracin de sacarpse 200 g/l 2 R o= 0,07

fpteve—ss neste caso um comportaments bastantes ssmslhan-
fm an nhseryvasdo para 100 g/l & megsmo W, havendo pRo infcioc grancs

guantidade de dextranas dg peso moleculay interpedidric & alto.

15

Com o correr do tempo um pico na faixe de peso soleonlar Daixo =3

molsculae

4}

defins, = sua concentragio sumesnts, bem Comn SBL pESs
que varis de 000 até aproximadamente 10.000 dalions no Tinal do
processs,. Hé uma diminuicfio na guantidade das  dsxiranss gl alio
peesn molecular. A guantidade das dextranas iontermedidrias en reala-
cEp as oubtras se mantem num valor praticamente constants,. superior
sapusle obitide anteriorments {em torno de &5-00% das gexiranas  fto-
taismy. fmsim. no produto final hé predomindncias de  dextranas  de

alecular intermedibdrio,

=

madin 2 alto PM, principalmente d2 peso

§

dados do acpompanhamantso

f
Hi

com grands dispersBEo. A tahela 28, traz o

g composiclo do meio duranite s reagdoc.

125



4 Figurs 34 traz o cromatpgrama obitido ma%a 2 amosiras

final, onde s grande dispsrsic pode sar Obhservada.

Tabsla Z8: Ouantidades das dexiranas nas trés feixas de peso moles
cular em relacis as dextranss totais para [Sol = 200
gié e Bo= (01
- s B flteo P Intermediivio B Baing
Tempo {0 - AP A
E‘ e N Fa } R
oL S 57 51 7
1.5 E2 A1 27
50 o 57 £4
B0 = A5 S0
T i 42 &8

acaross 200 g8 & B o= 4,005

il

« Concentracio de

Fars eotas concentracles de agucsres o perfil das dis-
rribuicBes de pesoc solecular praticamente n¥o =2 alisra  ao longe
da reagin, cosxistindo sampre destranas de peso aolecular altog
intermedisdrio & haixo praticamentise Nas ARsnsE proporgbes, Comn po—
de ser chservaco na Tabela 2%9.

pe fainae de peso solecular menor gue 4Xlﬂ¢, poercebe—se

gue hd ums grande dispersic gue auments com 2 convarsio.

124



Tapels 7%: Composicio da massa reEational ao longo g tempo pars -

ropl = 200a/é & R o= 0,005

Tempn () Pﬁ_%ltm Py Interediéria = %gixa
F% 3 1 (i
3 EE sS4 Z0
2 0 it £5
5 23 £ =7
£ 25 3% g4
= o7 46 57
& Ity 2 443

Em comparagio oom 0% resuiltadgos ghitidos para &8 conrentracio

dm 100g/d, obizve g5 mente raso ume producEo mais girgscionadsa Dara

mais slevados

i

a5 snpdoles AEOLDIED principalmente para 08 walors

%o bDastante heitsrdgensos,

jHi)

de =, Entreianto. os progutos aind
erigindo para SuUS whilizagdo Como matéria-prims para ohtengdo o
Fer dextrans algums espéis de Fracionamento, o gue tendes & tormar

o rendimento ss termos Gas paptcies de Interesse sinds mEDGT.

T
-
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s Conrentracio de sagaross Z00 gid g B o= 0,00

Ceown o sumento na concentracio de sasaroses,. apesar dg 88
arem presentes dexiranas npas trés faixas de peso molecular nas
mesmas proporeBes ne inicio da sintese, 2 relagic entre az  de

neivo peso B as demsls aumenia grandemsnte ag longs d0 processo;

Tabelas X0r Composiclo da massas reavrional ao longn do Iempo pars

Temps  (h) ?M:fffﬁ i Eﬁt&fm%diériﬁ £ ?aixo
ERC A ) (4
1:0 s = =5
2;{: e it i
450 1z 15 -
Byt 5 2z -
850 = 10 aa
G 0 5 o a6

fomo anteriormente ochservado nests valor de R a dexntrana
de baixo peso, sofre um ligeiro aumenic de peso molsculasr  durante

o processo, passando de 2000 pares I000.

« Doncentracic de sacarpse 00 g/l 2 B o= G018

1 mesms comporiamentco do casc antericor fol chservadn, no
entants nin hé predomindncis 8o scentuads de dexitranas na faine

de intereses, sendo &8y pEsc aclscuisr FTinal am pouco maior, Bm

i

tornn dg 2000,



» Concentracio de sacaroses Z00 gfd 2 H

= Ly OIS

Meste cast, o proguto final € sinda
sendn gueE as espécies de haixo pesco molecular,
cEn ligeiraments superior a5 demals, & S8U DESO

valores da ordem dg 12000,

il
H
tH
i
]
jr:]
-
5}
i
1
m
)
it
1
e
oeed
|
3
0
i1
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R de 001 & 0,003,

Tapelae Si: Composicdo da massas rescional ao longo

FEml = ZO0 gfif & Re 0,01 ¢ 0,000

mais heterogénec,

+ém ums conoentra-

malscular atings

R = 0,01 R = 0.00%
s d Fi} Pr Inter . e PP Inter .
Teapoif) loy  areal TS o Baixo|PM &lto] D) Coo|PM Baiuc
. MEEIarid - ks HmeZiay 106 -
{%3 (%} %3 s (%3
e 1% (%)
1 =z 31 =7 42 48 10
2 35 5 &6 55 e 20
3 26 14 &40 15 1c 55
5 19 15 Lt 21 19 &0
& 10 15 FE 24 21 58
& 11 72 &7 21 22 57

& Figurs I7 apresenta oz  cromatogramas

todan as asostras analisades para R = 0,02,

s exposteo até agul pode-se notsr gue

=

rrans oe baixp peso molecular nBo & funglo sapenas

utilizadn, mas também da concenitragfo de sacarose

Fara um mesmn valor de B, por exesplo O,07, no pual o melhorses re

sultados foram chitidos, produtos com diferentes conposigiiss foras



fermadne nas diferentes concentracBes de substrsto. Buanto saior &
roncentracin de sacarose wiilizada, maior a producio das dextranas
na faina de intsresse.

£ Tabela 37 apresents um resumc dos  resdliados shitidos
nn gue fdiz respeito as pesc molecular final nas diversazm Conoen—

tractes do sacaross £ malitose. Fode-ss peroshsr GQUE DARNFE UM MESHED

valor fe sacarcse. s medide gue F diminus, o pESO moloruiar O0%

peagusnos polissacarideos sumenis Com gxrescsio de B o= O, onds o sur
pimento das dextranss o Bainc DESO moleculsr, o2 deve exclusiva-

mente ae aumenio na concentracHo de frutose.

Embora oo o pegueno ndmero de pontos nlo se poRse ConT
firmar ¢ comportamsnto linear do peso molecular com o valor de By
citado por FAUL =t al. (19B&) pode-se dizer gue & varisgdo ¢o peso
molecular nfo ¢ furglc apenas do valor o8 R, mas tambdm da conoens
trac¥o de sacarose inicial, principalmente para valores SUEFLOres
a o0 gl

Tabela 32: Peso molecular sédin da menor sspéoie presente nn final

dz sintese,nas warias concentraclies de aguoarss

. Faso Molecular
fSacarossl
£ i T i
{gsos B o= 0,07 o= 01 o= 0,000 B o= O
- - =
165 5., Q00 5 OO0 G L OO grands
dispersio

LY G LMD 34, OO0 LR S 8
TO0 T LS00 T L. 000 2L f§ o 304

Jr
1
forte



L produto obtido com concentraciEs de sacaross de U0 il

e R o= (4,02 corresponde ag desslado, havendo formegio de dexiranas

Y

|

e peap soleculiar mals alic ee peguenas proporgibes, esisndo o pes
moliecular da maipris ne Taixs adegusda, o seia em torno de 30040,

A massa reacional pbitide pode ser utilizads diretasents
na =taps de complexacio com Fe, @mas case issoc nBo sejse possiwvel,
uma precipitacio com stannl ou acetona em concentraglises em torno
de 5%, deve eliminar s derxbtranas de alto peso splecular, deivan-

g em solucEn spensg aguelias na faiys mals adeEguada.
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., 2. 7. Rendimentps obltidos
De maneirs gersl hoove us aumentoc Do rendimento de dex-
tranas totais com 0 oS0 de saltose, ee comparagdo as  reacdes e

gque ssta ndo foi ctilizads. Apenas para o© valoer de R = 4,008 n$z

n

ronrentractes de sacarpse de Z00 e 300 g/, houve  um  dECYESCIED

5 Tahela 335, traz os dadgos das concentragBes  finais de
dewtranas totais obtidas & o rendimento & 2 elas corrasnondaerntes,

sra as concentragBes de sacarpss g ealinse wtilizadss. Ma presen-

o

5 e maltose, ssta € consumida & incorporads nas cadsias de  dex-

4]

trana, portanto o calocule de rendimento deve lgvar sm rconits  Sua
concentracis inicizl. Oz valorses para R = 0 fToram incliaidos  para

mteito comparativo.



Tahela 33: Donmcentracles s rendismentos obitidos

[Sacarose} & {Dextransl Rendimento s’
(gl tasé} (%)
O L g7
O, 05 47 o7
EXaLE
G, 01 44 o1
G 07 £7F a7
s &7 7i
£ D325 57 =
FUed
LIS 5 & 7l I
0,08 88 B?
] 29 Fix
0, 05 ' g 5
ICERTN
£, 0 wH &5
0,02 115 F7
{x) Para R = 03 rendimento = {gextranal/{sacarosel » 0,474,
g & » 0p rendimento = [dextranal/i{sacaross] x 0,474 +

fmaltossl}

& Figura 3B, ilustra os dados da tabela, onde o compDr—

tamento do rendimento com o aumsnto de R pode ser observado.

Pars uma visualizacSo do efeiin de ausentoc das oconoens
tractes de sarcarose 8 maliose sobre o rendimentn das espdciss Mo

terulares de interesse, foram contruidas s
F

il

i)

Figuras 3, 40 2 41
gque representam o rendimento das dextranas nas trés faluss de peso
rolecular em funciSo da sacaross inicial uwtilizadsa., As Figuras I9 &

47 mostram a tendénciz de variscXo de rendisenio pars as  espeoies

et

de peso molecular alto e intersediério respectivaments, N30 sendo



possived determinar um padrio de comportssento, principalmentes nes
e altimo casco. Np caso das dextranas de alto peso molecular, per-—
cobp-ze gus as mpaiores concentraces  aparecem nos  valores  @als
bairos de So, = menoras de R, principalmente pars B = 0, oo =e3a
na auséncia de saliose.

Fela Tigura 41, pars as dextranas de bkaixoe peso molecu-
isr, cujs obtenglic ¢ p principal oRletive dests trabelihn, perosbs-—

s2ia as maioress

il

s um comportamento contrario ac da Tigura 359, oy

roncentraches oo obtides pars walorss mals alios de E 7 So.

= melbores valores obtideos s2o pars So = 300 g/l e R o=
0,07, tmndi¢§e5 nas quais o pese solecular  dessas  espéciss esild
dentro da faiza de interesse, com ums concentraclis final de  ordem
rie 95 gs/é. Este valor & bastante intersssante, sendo guase trés
veres superior A4 concentragin obtida com a resglo enzimatics  oom

100 g/i de sacarcss na ausénols de maltose sequlds gz hidroélise

4cida, reslizada nos lshoratérics da CBDETEDC  {(CURRALERD g2t al.

(L9913},
Outras condicBes sm que o peso molecular  obtido engusa—
dra—-se na Taiwa pretendida apresentam alguns inconvenlentias Coomd,

rendimento baixo, grande dizpersio e heterogeneidade.

o

]
)
o
by
1
i

Na auséncia de maliose gebors se  formes az  d
pretendidas, para valores de 5o mals baixos, gnde o rendismsntio em
dextranss totais situs—se na fainza de 0% {(pouco inTerior ans  F7A
para Spo o= 300 gff e R = 0,07) o produto £ suito hetsrogénses, ¥
veandn necessidade de stapas de fracionamento, pafé ohtencHo de no
mévima 30 gff das espécies de interesse. Dom o ausento da ConLEn—

tracic de sacarose, emsbora haja uwm  aumento na roncentracic  das
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desiranas peoueEnas, o rendimesnto global @ mgito beixo, slem  das

reaciBes seresm muito lentas.

Em putras condiogBes embora o rendimento global possa ssr

w1

um pouecs msais alto, o prodoto @ bastante hetercgénes, fazesnds oom
gz o rendimentos das sspécies de interssse sseiam bastante bai-

wos, havendo sinda necessidede de fracionamenitos, gus aldm de

nais ebses valores, trazem aumsEnic no custo do

Th
B
b
B
i
T
2]
ih
juy
ot
e
fu
=)

Poderiam ser testsdos valores mais sliocs de mafarose

EN]

maltose, no gnteanto pels tendédncis observada nos estudos reali-s

M
£
11l
w
e
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]
pui
[£H]
il
il
m
er
i3]
rd
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i
}

zados, embora deva haver saior formagio d
=, o rendiments globasl obitido talver nBo Justifigus um  gasto
mains Com materias-primas, além de grande possibilidades de uma di-
pinuicEo no peso molecular, abaixo de 2000, o gue inviabilizaria o

OTOCeEE5.
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S ASPECTOS ECONOMICOS E DE PROCESSO

Tendo am vista o= resuliasdos gpregaﬁtaduﬁ gnteriarnente
g utilizando alguns dados obtidos durante o desenvolvimenio de  um
nrocesss tradicional de obieng¥o de ferro deptrana, realizado nos
lahnratérios ds DODETED, foi feitz uma anadlise a nlvel e custso de
matériss—primas utilizadas. Alem dos cusios, =%¥p apressnitadas =
comentades algumas particularidades dos processos Com reasio engi-
mAktics usando maltoss ou com reacio snzimdtics seguida de higroli-
sg, Ds caleulos foram feitos visando a producdo de 1 kg de dexitra-

ne de baixo peso eclecular.
.1, REACKD ENMZIMATICA COM MALTOBR

& Tabels 34 apresenits 258 MassSss 0as matérias—~primas whi-
lizadas para produsBo de I kg de produtn e o preso en dolar amer i
canc a glas associado. Fol considerado o processo COom 200 gl de
cacargse 2 & g7¢ de maltose (R = 0,02} com uma conversan de 324 de

dextrana de peso molecular adeguado.
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Tabala F4: Cesficientes de consumo £ custo para 3 producEo de 1 kg

de devtrans de baixo peso molecular

. . Coeficiepnte de|Frego Unitario o

- _ f Lise :

Matdris—prima; oo (ha/ko) (LSS ko ) reco U5 Total
Gextrana—

(a3 | 3.2 x 10®tP) - 0,349}
SACATASE ’ )
Bacarcse ELiB 0, 20 O &E

ey g -
Malioss O, 063 190,00 11,95

fal Ezta dexirana-salCarase signitica o concsnirado enzimatico broe-

tp o oseu rusto foi estimado a8 partic de un Drocesso @m hatela-

*

d4a alimentada numa fermentagio de 10 £

{hy Fste valor refers—se A= unidades de gdextrana—sacarass necenss~

rips pars o RrOCesSs0 enzIimAlico com EG UDS/ml
{c} Este pre¢o corrssponds aguele para aguisicio de 2ZDBGg de malto-

se PofA., devendn sofrer diminuicio para guantidades maiores en

grau farmacdéutico.

na Tabela 34 podemos calcular um cusio de Uzt 12.%4/kg

de deutrans de bBaixo pesn, o gque € alto guando Comparago an prooes
en tradicional. A viabilidade deste prolessi, portanto, nido depen-
de apenas da qualidade e guantidade dn produto formado, mas de ou—
tras inovacHes tecnolégicas como use de enzima imnbilizada, possi-
vel utilizaclo do xarape de maltose em pstudn na RefinagBes de Mi-
ihe Brasil, de custo mais acessivel. Evisten algumas wvantagens &
nivel de processo e instalagss gue noden tornsr este processo ins
intmressants a nliwel industrial, gue S3o a8 segquintess

&

- o wvolume d& reacio envolvido € ds ordem de 104, irife-
rigr agusle empregads N reacio enrimdtica seguida de hidralise,

-~ mrizmte ainda & possibilidade de o isolamento e purifi-
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caciEo da frutose produzids duranﬁe o processn, gus  ftem um pregoe
aproximadn de UB% 2o .005kg.

~ 5 massa de dextrana de baixa pesso molecular obtida por
patelads & supsrior, 4 gue a conrentracic de sacarose inigial @
MEIO .

- n3p hAi neste caso necessidade de reatores com revesti-
mento interno (tipe Pfauwdlerd, j4 gue os valores de ph nAao s\o in-

feripres a 3.4,
- mxiste maior viablilidade ns utilizaclo de enzims imo—
hilizada 34 que a massa reacional ndo apresenta altas viscosidas

des, o gue Tacilitas sua recuperacin,. havendo gdiminuicdo oS OusT

tos.
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Vs CONCLUBOES

Poe resultados obtidos pode-se concluisr, gue dentre 0%
processos fersentativos tpstados, guele gue mals S8  sdeEguou &/05
estudos pretendidos foi o da batelads com controlis de pHe pelas
reivas ronceniracles de agUcares ragutorss e dextrana no final do
processo. 1sto n¥o descerta no entanto a utilizagBo da batelads
com alimentacino o sacarose, onde atividades bem maizs aitas sXo
slcancadss. Neste caso, alguns tentes nas condicBes de sintess sn—
simhtica mais propiciass, poderias slucidar s8 O afeito dos  agtca-
res redutores residusis e da dextrana interfeririam dge forsa i@

porrtante na gualidade do produto formado.

Quanto as condicBes da sintese enzimdtics, pErosheu—E2
gue o aumento na concentragio inicial de sacarose traz uma  dimi-
nuicio nas velocidades iniclals de reagiio, acarretando tempos  de
rescEn orescentes. A guantidade de dextranas de peso molecular me

Aip na faixae de 4000 daltons aumenta significativaments para con-

centracBes de Sacarose Superiorss a 200 gil.

Com a utilizacBo de maltose comp acepior, obitém—se para umsa
mesna concentracio ge saasrpse, rendimentos mais slevados 2 rgs—
cBes mals rapidas. O sumento de K, numa mesma concentragio de  =a-
carose, slém de maiores rendimentos & reacBes mais réapidam, leva
sings & diminuic¥o do peso molecular da dextrana de baixn peso gue

o

se forma. Do pecsmo aodo oars wh fesmo valor de R, o aumenito de Se

também ararrets a diminuiqdEo do paso mpleculsar.

Nentre as combinages de vaeridveis estudadas, obteve-—-oe

para [Sel = 300 gs/é 8 R = CG,02, dextranas Com paso molecular ade-—

P
£
Lh



guado 4 obtencZo de Fe-dextrana. [ rendimento desteas espécies  Tol
da ordem de A6%, compativel com agusle phitido no pProcesso Convens

cionsl depois de hidrdlise acida.
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VI RECOMENDACDES FARA TRQB&LHGQ FUTLURDS

Em conssgligéncia do levantamenio piklingratico efetuado
para sxecuclco deste estudo e dos trabalhos experisentais realiza-
dos, julgamos oporituno sugerir Lopicos para trabalhos futuwros, 2

nivel desta instituicip ou ocubtrps centros de pesguisa.

0 estudo cindtico ga reacfo enrimétics com enzima  bruta
g purificada na presengsa ou nEo de  maltose, para uma definigdo
mais apurada da concentragdo de SsCarose & martir da gual a inibi-

cBo pelo substralo passa 8 QUOVTEer.

Seria de grande importincia para 8 utilizacHeo de eazima
imnhilizada we estudo semslhante a ssie com dexirana-sacarass  pus
rifirags na forma livre ou nEo, podendo ser testadas ainda cpncen—

tracBes mais alitas de SRORFOSE.

Nudro fator gue poderia trazer grandes ganhos econdmicos
peste tipn OF procesSsc SEria um estudn da recuperagio da  frutose,
produzida sm grandes guantidades, & altas concentragdies de saoa-
rose, assSim Como & utilizagio do HMS da RefinaclBies de Milho RBrasil

ao invés da maltose.

Para ums andlise mais precisa do produto formado, guanto
a pesc molecular seédio, polidispersio e rendimentos obhtidos, seria
importante o desenvolvimento de téenicas anallticas por  cromatos
gratia de permeacdc em gel mais sofisticadas. ooy wutilizasioc de
progranas mais adeguadns de integrag3o dos picos dos  cromatogras

RS o
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